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Identification in silico and expression =
analysis of a 3-1-4-endoglucanase
and (B-galactosidase genes related to ripening

in guava fruit
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Abstract

Background: Guava fruit softening is a crucial process during ripening and this process involves a number of

A

enzymes that modifies the cell wall. Two of the enzymes that regulate this process are (3) the -1, 4-endoglucanase 17
(BEG) which hydrolyze B-1, 4 bonds from cellulose and hemicellukose, and (b) B-galactosidase (BGA) that hydrolyses
pectin chains. Bicinformatics and expression analysis information on these genes iz limited in guava fruit.

Results: A fragment of a }-1, 4-endoglucanase 17 (Fgt 17, and another of a f-galactosidase (PglGal) were identifed.
These sequences have a similarity of more than 85% with those reported in the MCEI database. In the guava genome,
one homologous sequence was found for BgE 17 in Chr 4 and two homalogous 1o PgGal: one in Che 3 and the other

states.

one in Che 6. Putative protein PgET 7 contains part of the ghoo_hydro 9 domain, Putative protein PgGal has a part
of the ghyco_hydro 35 domain Phwlogenetic anabysis of PgE17 and PgGal revealsd that both are highly conserved
inside the Myrtacege family. In silico expression analysis showed that both PgE1 7 and PgGal work in a coordinated
way with other cell wall modiber enzymes. Expression of these genes was found in all the guava samples analyzed.
Howvever, the highest expression was found in the fruit in the breaking and ripe states.

Condusions: A [i-1, 4-endoglucanase 17, and [-galaciosidase 1 sequences were identified. PgE 17 and PgGal are
expressad in all the plant tissues, and fruit ripening states. Although, the highest expression was on beeaker and ripe

Keywords: Psidium guajava, Cell wall, Expression analysis, Bioinformatic analysis, Cell elongation, Fruit softening

Background

The guava plant (Psidinm guajava L.) belongs to the
Myrigceae family, and it grows on tropical and sub-trop-
ical areas around the globe Guava fruit has important
nutritional properties like the high content of C vitamin
of approximately 80100 mg per gram of fruit [1]. Also,
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it is rich in tannins, tri-terpenes, flavonoids, saponins,
lecithin, potassium, and soluble fiber [2]. In México, the
guava fruit is one of the most important crops, and the
maost cultivated cv is the "media china® which is charac-
terized by its pale pink pulp color, intense sweet flavor,
and significant commercial value due to its high demand
on food and medicinal products [1]. Recent studies
shows that ripening relsted enrymes and mechanical
stresses during post-harvest period alters the cell wall
{CW) structure damaging the froit [2].
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reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real

XET: xiloglucan endotransglucosilasa

XHT: xiloglucan hidrolasa

XTH/XET: xiloglucan endotransglucosilasa/hidrolasa



RESUMEN

La guayaba (Psidium guajava L.) es de los frutales mas importantes econémica y
socialmente en México. Sin embargo, la sobre maduraciébn y mal manejo
postcosecha causan graves pérdidas econdmicas para los productores. La
maduracion del fruto depende de la respiracion y produccion de etileno que es
regulada por enzimas que modifican sus caracteristicas organolépticas. Algunas de
estas enzimas modifican la pared celular ablandando el fruto y son reguladas por
sistemas enddgenos como los microRNA (miRNA) que actian a nivel
postranscripcional. En este trabajo se identific6 y analizd6 la expresion de 3
fragmentos de los genes [-1,4-endoglucanasa 17 (PgE17), B-galactosidasa 1
(PgGal) y glucosilceramidasa no lisosomal (PgGlyl) en guayaba. La secuencia
putativa de la proteina PgE17 tiene una similitud del 98 % con una secuencia
homologa en el cromosoma 4 del genoma de guayaba, ademas de contener parte
del dominio Glyco _hydro_9. La secuencia aminoacidica putativa de PgGal tiene
una similitud del 98.2 % con una secuencia del cromosoma 10 de guayaba y
ademas, contiene parte del dominio Glyco_hydro 35. Por dltimo, la secuencia
putativa de la proteina PgGlyl obtuvo una similitud de 92 % con una
glucosilceramidasa no lisosomal de Eucalyptus grandis, ademéas de contener el
motivo YMRPLAIWAMQWAL. El analisis filogenético agrupd las 3 secuencias
dentro de la familia Myrtaceae. La expresion de los 3 genes fue en todos los tejidos,
siendo la mas alta de PgE17 y PgGal en los estadios rayado y maduro, y la mas
alta de PgGlyl en hoja, tallo y estadio sobre maduro.

En el andlisis de miRNA se identificaron 29 familias expresadas durante los estadios
rayado y maduro, de las cuales 27 se expresaron en el fruto maduro y 17 en el
rayado. De estas familias, las denominadas 159, 160, 166, 171, 319 y 535 mostraron
relacion directa con la maduracion, involucradas en la biosintesis de etileno o en la
modificacion de pared celular, y las denominadas 169, 395, 398, 528 y 2120 tuvieron

relacion indirecta participando como factores de crecimiento o enzimas secundarias.
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ABSTRACT

Guava (Psidium guajava L.) is one of the most economically and socially important
cultivars in Mexico, nevertheless, over ripening and bad post-harvest management
causes monetary losses for the producers. Guava fruit ripening process depends on
its ethylene breathing and production levels, which are regulated by enzymes that
modifies the organoleptic properties of the fruit. Some of these enzymes modifies
the cell wall causing the softening of the fruit and are regulated by endogenous
systems such as the microRNAs (miRNA) which acts at a posttranscriptional level.
In this work, three fragments belonging to (B-1-4-endoglucanase 17 (PgE17), B-
galactosidase 1 (PgGal) and non-lysosomal glucosilceramidasa (PgGlyl) genes
and its expression levels were identified and measured in guava. Putative protein
sequence PgE17 has a 98 % of similitude with a sequence in the 4" chromosome
of guava genome, also contains part of the Glyco _hydro 9 domain. Aminoacidic
putative sequence PgGal has a 98.2 % of similitude with a sequence found inside
the 10th chromosome of guava genome, part of the Glyco_hydro_35 domain was
also found inside the sequence. At last, putative sequence of the protein PgGlyl has
a 92 % similitude with a non-lysosomal glucosylceramidase of Eucalyptus grandis,
and contains the YMRPLAIWAMQWAL motif. Phylogenetic analysis grouped the 3
fragments inside the Myrtaceae family. Expression of the 3 genes were found in all
tissues, being the highest in the breaker and ripe states for PgGal and PgE17 and
leaves, stem and over ripe state the highest for PgGly1.

In the miRNA analysis a total of 29 different families were identified. In the ripe state
the expression of 27 of these families were observed, and only 17 in the breaker
state. Families 159, 160, 166, 171, 319 and 535 showed a directly relationship with
the ripening process (ethylene biosynthesis and cell wall modification), and families
169, 395, 398, 528 and 2120 showed to be indirectly related (growing factors and

secondary enzymes).

11



I. INTRODUCCION

En México, la guayaba es una fruta que se ha cultivado por mas de un siglo, lo que
le confiere una importancia econdémica, social y regional. Este fruto ha tenido un
potencial productivo alto en el mercado a largo plazo, haciéndolo un cultivo rentable
y adecuado al tipo de agronomia que se maneja en México. El fruto del guayabo
cuenta con una alta demanda a nivel internacional, debido a la gran cantidad de
productos de alto valor nutrimental que se derivan de ellas; que van desde los dulces
hasta las frutas en conserva. En Aguascalientes, la mayor parte de la produccion de
este fruto se concentran en el municipio de Calvillo, ocupando el segundo lugar de
produccién a nivel nacional, s6lo después de Michoacan. Esto genera divisas y
empleos a miles de productores. La calidad del sabor, olor y color de la guayaba
gue se produce en Aguascalientes es reconocida a nivel mundial, por lo que se han
establecido estandares rigurosos para mantener la calidad de exportacién. En
especial se debe cuidar el fruto durante todas sus etapas de maduracion, en el
manejo postcosechay de transporte. Actualmente se siguen desarrollando técnicas
y metodologias para evitar dafios de tipo mecanico y asegurar que la vida de
anaquel del fruto sea larga y llegue en las mejores condiciones posibles desde el
arbol a la mesa del consumidor. El estudio biol6gico-molecular de la maduracién del
fruto es esencial para entender los mecanismos de este proceso en todas sus
etapas, y con esto lograr el desarrollo de nuevas técnicas que permitan mejorar la
calidad del fruto e incluso tener impacto en los costos de produccién y exportacion.
La maduracion de un fruto climatérico requiere de una serie de reacciones
bioguimicas reguladas por el etileno. El etileno es biosintetizado en el ciclo de Yang,
a partir de metionina se genera S-Adenosin metionina (SAM) gue es transformada
a 1-acido carboxilico-1-aminociclo propano (ACC), el cual es oxidado a etileno por
accion de la enzima ACC oxidasa (Binder, 2020). Ademas, la produccién de etileno
esta controlada por una serie de enzimas importantes, tanto promotoras como
inhibidoras como las poligalacturonasas (Vera et al., 2015) que actian en la

degradacion de carbohidratos complejos a azlcar sencillos en la pared celular y en
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el mesocarpio del fruto, lo que modifica la firmeza, sabor y la generacion de
compuestos organicos volatiles.

Durante la maduracion del fruto, existen cambios fisicos, que se caracterizan por el
cambio de color, incremento de sabor, dulzura y ablandamiento del fruto (Orathai et
al., 2015). El ablandamiento del fruto esta directamente relacionado con la
modificacion de la lamina primaria de la pared celular, donde se encuentra las
microfibrillas de celulosa embebidas en una red de hemicelulosa y pectina. Estos
cambios son regulados por diferentes enzimas que actdan en conjunto durante la
maduraciéon, como las 3-1,4-endoglucanasas y las xiloglucanasas.

Se sabe que existe la necesidad e interés por mejorar tanto la calidad del fruto para
aumentar la vida de anaquel (Fruticultores 2010, PEGUAM, 2010). El conocimiento
de los procesos bioquimicos y moleculares que participan en la maduracion, como
los involucrados en la modificacion de la pared celular, facilitara su manipulacion
para mejorar las caracteristicas del fruto.

Por lo anterior, en este trabajo se identificd y analiz6 la expresion de los fragmentos
de tres genes relacionados con el proceso de maduracién de la guayaba: B-
galactosidasa 1 (PgGal), p-1,4-endoglucanasa (PgE17) y glucosilceramidasa no
lisosomal (PgGlyl). Mediante analisis bioinformaticos BLASTn y BLASTp se
encontraron en los cromosomas 4 y 6 de guayaba secuencias similares a los
fragmentos de PgE17 y PgGal, con una similitud del 98 y 98.2 %, respectivamente,
y para el fragmento PgGlyl se encontr6 una similitud del 92 % con una
glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis. También se encontrd parte de los
dominios Glyco_hydro_35y Glyco_hydro_9 dentro de las secuencias aminoacidicas
putativas de PgGal y PgE17, respectivamente. El analisis filogenético agrup6 a los
3 fragmentos dentro de la familia Myrtaceae. Por otra parte, el andlisis de co-
expresion de los 3 fragmentos, revel6 que actian de manera conjunta con enzimas
relacionadas con la expansion de la pared celular como las xiloglucan
endotransglucosilasas y expansinas, y con la generacion de compuestos volatiles
gue modifican el sabor y olor de las frutas en maduracién. El andlisis de gqRT-PCR

revelé que aunque los 3 genes se expresaron en todos los tejido analizados, la de
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PgE17 y PgGal fue mayor en los estadios rayado y maduro, y la de PgGly1 tallo en
fruto sobre maduro.

Por ultimo, se identificaron 77 secuencias de miRNA maduro expresados durante
los estadios de fruto rayado y maduro, que se clasificaron en 28 familias. En el
estadio maduro se observo la expresion de 27 de estas familias, mientras que en el
rayado solo 17. Las familias denominadas 159, 160, 166, 171, 319 y 535 mostraron
estar directamente relacionados al proceso de maduracion (biosintesis de etileno y
modificacion de pared celular), mientras que las denominadas 169, 395, 398, 528 y
2120 mostraron una relacién indirecta (factores de crecimiento y enzimas

secundarias).
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II. ANTECEDENTES

2.1 Origen y distribucién de la guayaba

La guayaba tiene su origen en los tropicos de Mesoamérica del viejo mundo, aunque
ahora es considerada nativa de México y se extiende por todo Sur América, Europa,
Africa y Asia (Urquia et al., 2021). Evidencia arqueoldgica reciente, muestra que ha
sido usada y conocida ampliamente en Peru antes de que Colombia existiera. Crece
en todas las areas tropicales y subtropicales en el mundo y se adapta perfectamente
a cualquier condicion climatica diferente, pero es preferente del clima seco (Pérez
et al., 2008). Esto ha hecho que su distribucion haya llegado a mas de 60 paises
con bajas latitudes. Su crecimiento es Optimo a temperaturas de entre 15y 30 °C,
mientras que a bajas temperaturas el desarrollo de su fruto se ve gravemente
afectado. La cantidad de agua para la manutencion de este cultivo se encuentra
entre los 1000 a 2000 mm por afo (Fisher y Melgarejo, 2021).

Esta planta en la actualidad se cultiva desde las costas del este de Africa a la region
pacifica, incluida China e India, con variedades que originalmente se introdujeron
hace mas de 300 afios desde América. Generalmente la planta de la guayaba se
distribuye de una manera tan facil por los trépicos debido a que acepta muchos tipos
de suelos y sus semillas se esparcen con gran facilidad. Ademas, el arbol de
guayaba tiene una gran resistencia, y es considerado entre los mas fuertes entre
los frutales tropicales ya que sobrepasa en capacidad de productividad y
adaptabilidad a otras especies (Baby y Priya, 2011).

2.2 Importancia de la guayaba en México

En México y en el mundo, la guayaba es un fruto de gran valor econémico y social
debido a su alto aporte nutricional, a que es la base de multiples productos de tipo
medicinal y alimenticios (Padilla et al., 2007). La variedad mayormente cultivada es
la media china, la cual se caracteriza por su intenso sabor dulce y pulpa rosa (Padilla

et al., 2014). La guayaba es considerada una fruta estacional, siendo los meses de
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octubre a enero los de mayor consumo y demanda; basicamente para preparar
platillos o bebidas navidefias como el ponche. Durante el resto del afio, el consumo
es principalmente como fruta fresca y es relativamente menor al del invierno, sin
embargo, durante todo el afio se consume en forma de dulces, ates, mermeladas,
jaleas, licores, entre otros. En el mercado nacional, como fruta fresca, la guayaba
tiene poca demanda debido a su corta vida de anaquel, menos de 10 dias a
temperatura ambiente y de 15 dias en refrigeracion, en comparacion con la de otros
frutos como la manzana o la naranja (PEGUAM, 2010).

En México, en particular en el municipio de Calvillo en el estado de Aguascalientes,
esta fruta se ha cultivado durante siglos, y actualmente cuenta con una produccién
de 49,697.10 toneladas totales (SIAP, 2020). Otros estados de la republica también
cuentan con una produccion importante de este fruto, como Michoacan con
172,729.94 toneladas (SIAP, 2020), Zacatecas con 32,252.48 toneladas, entre otros
(Tabla 1). Estos tres estados encabezan los primeros lugares de produccion,
dejando a México en el cuarto lugar en exportacion a nivel mundial (SIAP, 2020).
Sin embargo, su alto valor comercial internacional se ve disminuido debido a la
fragilidad del fruto ante golpes, magulladuras y a su sobre maduracion durante el
manejo postcosecha, lo que dificulta su transporte y exportacién, generando
grandes pérdidas econdmicas a los productores y exportadores (Martinez-Gonzéalez
etal., 2017). La guayaba tiene relevancia limitada para la economia a nivel nacional.
Aun asi, la produccion de la fruta tiene bastante importancia social en México
(PEGUAM, 2010).

Tabla 1. Produccién nacional de la guayaba.

Entidad Superficie (ha) Produccion
Sembrada  Cosechada = Siniestrada (ton)

Aguascalientes 3,330.90 3,330.90 0 49,697.10
Baja California Sur 18.5 16.5 0 83.4
Colima 15.75 15.75 0 185.54
Chiapas 67 62 0 328.6
Durango 227.57 192.55 0 438.7
Guanajuato 122.1 106 0 868.66
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Guerrero 219.08 212.75 0 2,142.18
Hidalgo 53.2 52 0 350.45
Jalisco 334.47 329.47 0 3,588.13
México 844.5 838.5 0 9,714.52
Michoacan 12,625.60 12,154.00 0 172,729.94
Morelos 13.5 13 0 95.48
Nayarit 35 35 0 281.07
Puebla 53.5 52 0 498.93
Querétaro 77 75 0 272.36
Sinaloa 3 3 0 16.8
Tabasco 18 18 0 215.28
Veracruz 8 8 0 43.4
Yucatan 16 16 0 240
Zacatecas 1,950.00 1,944.00 0 32,252.48
20,032.67 19,474.42 0 274,043.02 ]

Fuente: SIAP, 2020, ton=tonelada, ha= hectarea

2.3 La guayaba en Aguascalientes

En el municipio de Calvillo, Ags. se cultiva esta planta desde hace mas de un siglo,
y se estima que existen mas de 4,500 productores, pequefios propietarios o
ejidatarios, que generan empleos rurales y una derrama econdmica en la region
(Fruticultores, 2010). La principal variedad cultivada en Calvillo es la media china,
su produccion abarca el 41.94 % de la superficie total sembrada con frutales y
representa el 64.12 % del valor de la produccién fruticola de la entidad (PEGUAM,
2010; SIAP, 2020). Con esta importancia regional en mano, se logra destacar que
el cultivo de esta fruta se hace rentable y adecuado a las condiciones agronémicas
de la zona y que cuenta con un potencial productivo y de mercado a mediano y largo
plazo (PEGUAM, 2010).

2.4 Descripcion botanica

La planta de la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae, es un arbol o semi-
arbusto perennifolio, de 3 a 20 m de altura con una copa irregular y un diametro de
60 cm, con tronco generalmente torcido y muy ramificado, con ramas gruesas,
ascendentes y retorcidas, y cubiertas en ambos lados de hojas (Baby y Priya,
2011).. El &rbol tiene una corteza delgada, suave y color cobre que cubre una capa
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verdosa, y que contienen una considerable cantidad de taninos (de 11 a 27 %)
(Kamath et al., 2008).

Los frutos de la guayaba son globosos y carnosos, de color crema, amarillento o
rosado, de olor fragante y sabor que va de dulce a agridulce, con pulpa color amarillo
0 rosa y con numerosas semillas (Padilla et al., 2007). Son alimento de la fauna
nativa que dispersan las semillas y facilitan su propagacion. Se considera fruto
climatérico, lo que significa que su maduracién estd dada por sus niveles de
respiracion y produccion de etileno (Padilla-Ramirez et al., 2010). Estos frutos tienen
gran valor nutrimental por su alto contenido de vitamina Ay C, que va desde 80 a
100 mg por gramo de fruto (Padilla-Ramirez et al., 2010). También son ricos en
taninos, tri-terpenos, flavonoides, saponinas, lecitina, potasio y fibra soluble (Padilla
et al., 2014). Tienen un bajo porcentaje de grasas (menor a 1 %) y proteinas (0.88
%), y contiene una cantidad de agua de aproximadamente el 85 % del fruto (Pérez
et al., 2008). En estudios recientes, en los frutos de la guayaba se ha observado
actividad antiinflamatoria, anti hiperglucémica (Camarena-Tello et al., 2018) y
antihipertensiva, debido a su alto contenido en compuestos flavondicos, fendlicos y
antioxidantes (Ayub et al., 2010). Ademas, algunas variedades de pulpa rosa han
demostrado que disminuyen el dafio inflamatorio y oxidativo causado por algunos
tipos de diabetes (Li et al., 2015).

Las flores son verdes por fuera, con un olor dulcemente perfumado, actino morficas,
en el interior tienen un color blanco y cuentan de 4 a 5 pétalos, se encuentran de
hasta 3 flores por hojas axilares y tienen anteras amarillas (Baby y Priya, 2011).
Las hojas son decusadas simples; laminadas de 3 a 13.5 cm de largo,
oblanceoladas, oblongas o elipticas; poseen un color verde brillante a verde
pardusco; abundantes puntos glandulosos transparentes en el exterior, se rompen
al estrujarse, son ricas en flavonoides, particularmente en quercetina, el cual ha

demostrado tener efectos anti bacteriales y antidiarreicos (Kammath et al., 2008).

2.5 Maduracion de frutos
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La maduracion de un fruto se produce por una serie de cambios bioquimicos y
fisioldgicos, que ocurren en la etapa final del desarrollo del fruto, y que lo hacen ser
mas atractivo para su consumo. Aunque estos cambios varian entre las especies,
es comun que ocurra la modificacidon de la estructura y textura de la pared celular,
gue disminuya su turgencia, que aumente su jugosidad, que se dé la conversion de
almidones a azucares y la biosintesis de pigmentos (Maduwanthi y Marapana,
2017). Estos cambios son considerados eventos genéticamente programados, que
son llevados a cabo de manera conjunta por enzimas que actiuan durante los
diferentes estadios de maduracién (Wu et al., 2016). El ablandamiento del fruto es
uno de los cambios mas importantes a tomar en cuenta, ya que es una de las
principales caracteristicas que determinan la calidad y vida post cosecha del
producto (Maduwanthi y Marapana, 2017).

La cosecha de la guayaba debe llevarse a cabo cuando tenga cierto grado de
madurez, ya que de esto depende su vida de anaquel y su comercializacion. En
regiones de clima tropical, la floracion dura de 120 a 180 dias dependiendo de la
variedad y de las condiciones agroecoldgicas del cultivo, y la guayaba puede estar
en condiciones de cosecha en todo el afio. La cosecha se realiza teniendo en cuenta
caracteristicas organolépticas, como firmeza, color y tamafio (Parra, 2014).

Al ser un fruto de tipo climatérico, su proceso de maduracién se basa en los niveles
respiratorios y de produccién de etileno, responsable de cambios en el color, la
textura y el sabor, que indican variaciones en la composicién quimica. Los niveles
respiratorios de la guayaba pueden alcanzar un valor que va de 20 a 80 mL de COz2
kg/h y la produccion de etileno de 5 pL/h (Mellidou et al., 2012). El etileno es la
principal hormona auto-catalitica en frutos climatéricos, es la responsable de la
sefalizacion y sintesis de las demas enzimas relacionadas con la maduracién
(Binder, 2020). El proceso de maduracion esta dado por una serie de cambios
fisicos, quimicos y bioquimicos en el fruto que se dan mediante la sintesis de
muchas enzimas y transcripcion de genes (Wu et al., 2016). La mayor parte de estas
enzimas trabajan en conjunto, de manera coordinada, para degradar y modificar
carbohidratos complejos en monosacaridos simples en diferentes partes del fruto,

como la pulpa y la pared celular (Frankova y Fry, 2013), incrementando el sabor
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dulce y la produccién de compuestos volatiles organicos caracteristicos del fruto
(Rizzo, 2015).

Existen una serie de factores fisicos, quimicos y bioquimicos que afectan de manera
directa a la maduracion del fruto de la guayaba. Un factor importante es el clima, ya
que, si es tropical, el fruto maduro se obtendra solamente una vez al afio, es decir,
es de temporada. Condiciones adecuadas para su produccién son clima humedo,
con precipitaciones de 1000 a 2000 mm de lluvia por afio, temperaturas medias de
20 a 30 °C y una buena exposicion solar (Dolkar et al., 2014). Por otra parte, el
factor quimico de mayor importancia en la maduracion de la guayaba es la
produccion de etileno, ya que de ésta depende el grado y velocidad de maduracién
de un fruto climatérico. Se ha comprobado que los tejidos frutales expuestos a
grandes concentraciones de etileno producen una serie de cambios que varia entre
especies y en el nivel de maduracion que se tenga. Por ejemplo, en frutos como la
banana, la maduracién es inmediatamente inducida, sin embargo, entre mas
inmadura esté la fruta, mayor concentracion de etileno se requerira (Maduwanthi y
Marapana, 2019). En cuanto a los factores bioquimicos, el proceso de maduracion
requiere la coordinacion de enzimas y fitohormonas, que interactiian para dar lugar
a cambios fisiologicos y organolépticos como color, textura, firmeza, tamafio y
aroma del fruto (Rodriguez et al., 2011).

Como ya se ha mencionado, el etileno es la principal fitohormona que da paso a la
maduracién del fruto, y es por medio de un sistema enzimatico que se sintetiza
mediante la conversion de otros metabolitos como el ACC (Binder, 2020). Las
reacciones de su metabolismo quedaron establecidas en el afio de 1979 en el ciclo
de Yang, donde todo el proceso comienza con la adenilacion de una metionina que
pasa a formar SAM, que posteriormente, con ayuda de la enzima ACC sintasa es
transformada a ACC, y que es oxidada a etileno (Binder, 2020). Sin embargo,
también existen otras enzimas relacionadas con la produccion de etileno, como las
gue participan en la generacion de compuestos volatiles aromaticos y en la
degradacion de la pared celular, por la ruptura de carbohidratos complejos a
azucares simples, para el ablandamiento del fruto. La pared celular primaria esta

constituida por microfibrillas de celulosa embebidas en una red de polisacaridos, en
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su mayoria residuos de pectinas y hemicelulosa con enlaces [-1,4, formada
principalmente de xiloglucanos, que forman enlaces de hidrégeno con las
microfibrillas de celulosa (Salazar y Gamboa, 2013). Algunas de las principales
enzimas modificadoras de la pared celular son las xiloglucan
endotransglucosilasa/hidrolasa (XTH/XET), B-galactosidasas, pectinaesterasas, y
B-1,4-endoglucanasas, que actian de manera conjunta y durante los diferentes
estadios de maduracion. Algunas de estas son autorreguladoras y se activan en
presencia del etileno (Vera et al., 2015). La XTH/XET pertenece a la familia 16 de
las glucosil hidrolasas, que hidroliza la hemicelulosa presente en la pared celular
(Opazo et al., 2010). Esta enzima tiene dos roles diferentes, el primero es la de una
transglucosilasa (XET) que se induce al tener una baja concentracion de
oligosacaridos de xiloglucanos, y cuya accion es romper una cadena de
xiloglucanos para transferirlos a otra cadena, reestructurando la pared celular. Su
segundo rol es la despolimerizacién de estos mismos residuos de xiloglucanos,
promoviendo un rapido ablandamiento de la pared celular (Miedes et al., 2011).

Las pectinaesterasas son otras enzimas responsables del ablandamiento del fruto
y la elongacion de la pared celular, que actuan durante los estadios rayado y maduro
del fruto. Estas solubilizan residuos de pectinas por medio de la remocién de grupos
metilo de las cadenas de polimeros de acido galacturénico (poligalacturénidos), lo
gue causa su despolimerizacion. Por la accién de la enzima poligalacturonasa,
posteriormente, pueden ocurrir dos diferentes procesos relacionados con el
ablandamiento y firmeza de la pared celular, el primero es que los residuos
galacturénicos con enlace -1,4 y carga negativa, son hidrolizados por enzimas -
1,4-endogalacturonasas, lo que favorece la hidratacibn de la pared celular y
favorece el ablandamiento. El segundo proceso es la interaccion entre los residuos
galacturénicos (por lo menos 9 residuos) que con ayuda de iones calcio (Ca®*)
promueven la formacién de estructuras Egg-Box, las cuales aumentan la rigidez de
la pared celular (Cabrera et al., 2008). Estudios anteriores han demostrado que, la
actividad de las pectinaesterasas se incrementa conforme los niveles de respiracion
y produccion de etileno (Anowar et al., 2014). Las B-galactosidasas trabajan en

conjunto con las poligalacturonasas, disolviendo y despolimerizando las pectinas
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generando pectinas solubles en agua. Sin embargo, su actividad decrece
significativamente durante estadios mas avanzados de maduracién en frutos como
el persimén y el mango. La 3-galactosidasa acelera su actividad en frutos con dafio
por frio o en aquellos en los que se sometieron a atmdosferas controladas (Huijuan
Yang et al., 2018), ademas, los niveles se incrementan proporcionalmente conforme
aumentan los niveles de ablandamiento en fruto (Akihiro et al., 2014). Las [3-
galactosidasas pueden encontrarse en alguna de sus tres isoformas (I, Il 'y IlI),
dependiendo del tejido o del grado de maduracién. La isoforma | es la predominante,
y participa en la ramificacion de cadenas de pectinas y degradacion especifica de
p-nitrofenil-B-D-galactopirandsidos y  p-nitrofenil-a-L-galactopiranésidos. La
isoforma Il actiia sobre una amplia variedad de residuos de polisacaridos como la
B-D-galactosil-(1,6)-D-galactosidos, B-D-galactosil-(1,6)-D-manosa y 3-D-galactosil-
(1,4)-L-arabinosa. Por ultimo, la isoforma Il es especifica para p-D-1-4-galactosil
trisacaridos y polisacaridos (Akihiro et al.,, 2014). Por ultimo, las B-1,4-
endoglucanasas son celulasas pertenecientes a la familia 9 de las glucosil
hidrolasas, que degradan cadenas de celulosa, de hemicelulosa y de otros
polisacaridos que tengan residuos 1,4-B-glucosa en sus cadenas, como los
xiloglucanos, por lo que se especula que trabaja en conjunto con las enzimas
XET/XTH (Wei et al., 2010). Las B-1,4-endoglucanasas actia durante la etapa tardia
de la maduracién cuando los enlaces mas fuertes de pectinas y la mayor parte de
la hemicelulosa ya ha sido hidrolizada. Ademas de estar relacionadas con la
modificacién de la pared celular en fruto, se ha observado que estan implicadas en
el desarrollo y crecimiento normal de hojas, tallo y raiz, asi como en el desarrollo de
las anteras (Buchanan et al., 2012). Estas enzimas han sido estudiadas en
diferentes frutos climatéricos, como, por ejemplo, tomate (Jiang et al., 2019), mango
(Yashoda et al., 2006) y fresa (Opazo et al., 2010). Sin embargo, en guayaba, los
estudios dedicados a estos genes en particular son escasos, limitados y no
concluyentes (Reyes et al., 2013; Abu-Bakr et al., 2003; Disket et al., 2017; Eliane
et al., 2005).

2.6 Regulacion de la maduracion
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La regulacién de la maduracion en los frutos climatéricos puede ser de tipo fisico,
quimico (hormonal) o genético, y pueden ser modificados de manera natural o bien
artificial. Uno de los factores fisicos mas influyentes en la maduracién de un fruto es
la temperatura a la cual esta expuesta la planta. El rango ideal esta entre 6 a 30 °C,
por lo que a temperaturas por debajo o por encima de estas se inhibe la maduracion
del fruto. Los productores y exportadores aprovechan esto y con camaras
refrigeradas llevan a cabo la conservacion y extension de vida de anaquel del
producto. Otro factor que influye en la maduracion es la composicion de la
atmosfera, ya que entre mayor sea la cantidad de oxigeno mayor es la estimulacion
de la maduracién, y por el contrario, a mayor concentracion de CO2 se inhibe el
proceso. La presion atmosférica también afecta, al disminuir se produce una
inhibicion natural del proceso (Fischer y Melgarejo, 2021). La luz también es ha sido
relacionada con la maduracion del fruto (Cruz et al., 2018).

En cuanto a regulacion quimica, el etileno es la principal fitohormona relacionada
con el proceso de maduracion. La produccion de etileno puede ser regulada por las
auxinas, que favorecen la generacion de SAM, precursor de la ACC y del etileno.
La adicion de minoetoxiniglicina (AVG) durante la maduracion bloquea la
transformacion de SAM a ACC. Por otra parte, la adicion de 1-metilciclopropano (1-
MCP) compite por los receptores de etileno en las membranas de la célula del fruto,
bloqueando de manera natural la accion de etileno (Eliane et al., 2005). La
produccion de etileno ha podido ser regulada negativamente mediante mutaciones
dirigidas y lineas transgénicas de ARN en anti sentido en frutos de tomate y
manzana (Martinez-Gonzalez et al., 2017). Los genes relacionados con la
maduracion pueden ser regulados de manera natural por sistemas enddgenos,
como con los miRNA que actdan de manera postranscripcional. Estudios en tabaco
(Fangfang et al., 2015) y tomate (Chao et al., 2015) han demostrado que este tipo
de regulacion genética sucede durante diferentes estadios de maduracion y en
diferentes condiciones de estrés a los cuales se somete el fruto. La vigilancia de los
factores que modulan la produccion de etileno es muy importante para poder tener

control de la velocidad de maduraciéon (Reyes et al., 2013).
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2.7 Antecedentes de analisis de expresion de genes de maduracion

A lo largo del tiempo se han desarrollado técnicas de biologia molecular que
permiten el aislamiento de secuencias codificantes de genes relacionados con la
maduracion de los frutos. Por medio de la extraccibn de ARN vy andlisis
bioinforméaticos, Reyes et al. (2013) logré obtener varias secuencias codificantes de
expansinas (PgPG1, PgEXP2 y PQEXP3) y de ACC oxidasa (PgACOL1) de guayaba.
Esta secuencia tiene una similitud por encima del 80 % con otras enzimas ACC
oxidasa (ACCo), y por lo menos dos de ocho regiones se encuentran altamente
conservadas (Reyes et al., 2013). Ademas, mostraron que el nivel méximo de
expresion de estas secuencias se presentd en el estadio rayado, para luego
disminuir en los estadios maduro y sobre maduro (Reyes et al., 2013). También
mencionan que por medio de la expresion de varios genes involucrados en la
maduracion de la guayaba se puede adelantar o atrasar su maduracion.

En otro trabajo, Miedes et al. (2010) aislaron el gen de SIXTH1, que pertenece a la
familia de las XTH/XET, en tomates transgénicos. Sus resultados muestran que la
expresion de SIXTH1 fue mayor en las zonas apicales de hipo cotiledones que en
las basales, demostrando que hay una clara relacion en cuanto a la extensibilidad y
elongacion celular y la expresion de este gen (Miedes et al., 2010). Ademas,
observaron que los genes XTH producen varios tipos de proteina XET soluble, con
actividad variable, dependiendo del lugar (basal o apical). Como conclusién, las
enzimas XTH/XET juegan un rol muy importante en el ablandamiento y
elongamiento de la pared celular en plantas (Miedes et al., 2010).

Por otra parte, Opazo et al. (2010) caracterizaron dos ADNc codificantes para XTH
y midieron sus niveles de expresién mediante q-RTPCR en fresa. El andlisis de
tiempo real en flores, raiz, hoja 'y en 4 estadios de maduracién del fruto mostré que
ambos genes se expresan mas durante los estadios de verde grande y rayado, y
gue en hoja el nivel de expresion es casi el doble que en los demas 6rganos (Opazo
et al., 2010). Ademas comprobaron que la cantidad de enzima XTH es constante en
flores, raiz y hojas, mientras que en fruto aumenta conforme el estado de

maduracién avanza (Opazo et al., 2010).

24



Buchanan et al. (2012) realizaron la filogenia de 25 genes ortélogos pertenecientes
a la familia de las B-1,4-endoglucanasas en una especie seleccionada de pastos.
Estos concluyeron que estan relacionados con la modificacién y degradacion de la
pared celular. Se menciona que los genes encontrados tienen mas del 90 % de
similitud con algunos en maiz, sorgo y arroz. Las enzimas de cada clade mostraron
similitudes en sus sitios cataliticos, estructura y funcién. Sus resultados muestran
incluso que la posicién, numero y longitud de los intrones varian dentro de los
mismos pastos, con excepcion del primer intrén encontrado (intrén 1), el cual se
encuentra totalmente conservado, en longitud y posicion, por lo que representan un
marcador molecular confiable para esta familia de genes. También demostraron que
la familia de genes de [-1,4-endoglucanasa se encuentra repartida en todos los
cromosomas de Arabidopsis thaliana y maiz. La g-RTPCR que realizaron mostré
gue por lo menos uno de los genes caracterizados se expresa minimo en una parte
de la planta, siendo la hoja, semilla y las flores donde mas se da la expresion de
esta familia de genes.

En cuanto a B-galactosidasa, Akihiro et al. (2014), aislaron sus 3 isoformas y
midieron su actividad en cuanto a la degradacion de azucares de la pared celular,
asi como los tiempos y sustratos que cada una requerian, llegando a la conclusion
de que esta enzima, actla en los estadios maduro y sobre maduro, debido a que
durante el proceso de maduracion de un fruto se dan dos pasos principales, el
primero en donde los polisacaridos de mayor peso molecular son degradados por
enzimas como la poligalacturonasa, y el segundo paso en donde actdan las
galactosidasas, cuando las moléculas parcialmente digeridas son completamente
degradadas en azUcares simples, lo que causa una completa debilitacion de la unién
entre paredes celulares. Sus resultados también muestran que las 3 isoformas de
esta enzima degradan en general el mismo tipo de sustrato, sin embargo, cada una
de ellas tiene un sustrato en especial que las otras dos no pueden reducir, para el
caso de la isoforma 1 es el p-nitrofenil-a-L-arabinofurandsido, para la isoforma 2 se
incluye el B-D-Galactosa y por ultimo la isoforma 3 es capaz de degradar (-1-4-
galactosil tri y polisacaridos. Este mismo experimento y aislamiento de enzima fue

repetido por Zainon et al. (1995) en mango, obteniendo los mismos resultados en
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cuanto a degradacion de sustrato y niveles de actividad catalitica durante diversos
tiempos.

2.8 Metabolismo de lipidos en plantas

Dentro de la membrana plasmatica de las células eucariontes, los esfingolipidos son
la segunda clase mas abundante de lipidos y son considerados como una red
bioactiva. Los esfingolipidos estan formados principalmente por esfingosina que al
unirse a un &cido graso por enlace amida en su grupo amino forman ceramidas
(Coant et al., 2020). A partir de las ceramidas, se pueden formar esfingomielinas,
esfingosinas, esfingosinas 1-fosfato y los cerebrésidos o glucoceramidas si tienen
unida una glucosa; estos ultimos tienen unido en su grupo alcohol un azucar que

proviene de la UDP-Glucosa o UDP-galactosa (Figura 1) (Gault et al., 2010).
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Figura 1. Tipos de esfingolipidos. A) Ceramida, B) Esfingomielina, compuesta por una
ceramida y un grupo fosfocolina, C) Glucosilceramida, conformada por una ceramida
y una glucosa, D) Esfingosina, formada por un grupo amino y un &cido graso, E)

Esfingosina-1-fosfato, compuesta por una esfingosina y un grupo fosfato. Figura
realizada con el software ChemAxon.

En plantas la caracteristica principal de los esfingolipidos es su alto contenido de
cadenas largas tri hidroxiladas, las cuales son sintetizadas a partir de la hidroxilasa

LCB-C4 (Chen et al., 2008), de estos esfingolipidos los mas predominantes son las
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glucosil inositofosforilceramidas (GIPCs) y las glucosilceramidas (GCR) que se
encuentran en las membranas de las plantas, de estas sus cadenas largas de
acidos grasos son isomeros cis o trans de los 4-8-esfingodienina, 4-hidroxi-8-
esfingonina y 8-esfingonina (Naphatsamon et al., 2018; Melser et al., 2010). El rol
de los esfingolipidos y glucosilceramidas en plantas ha sido relacionado con la
tolerancia al frio y al congelamiento (Moellering et al., 2010), sin embargo, en
estudios mas recientes se han determinado mas funciones que incluyen, la
programacion de la muerte celular (Saucedo-Garcia et al., 2011) la sefializacion
celular para la apertura y cierre de las células guarda (Guo et al., 2012; Ali et al.,
2018), la contribucion de propiedades fisicas y fisiologicas a la membrana celular
como tolerancia a micotoxinas y diversos patdgenos (Peer et al., 2010) el
movimiento (trafico) y modificacion de lipidos de membrana (Markham et al., 2013),
ademas de que algunas ceramidas son precursoras de cerca de 300
glucoesfingolipidos diferentes (Leipelt et al., 2001). Los esfingolipidos vy
glucoceramidas también tienen un rol importante en el desarrollo y maduracion del
fruto en donde la extension celular se ve afectada por los cambios en los lipidos de
las membranas vacuolares, ademas se ha relacionado la degradacion de
esfingolipidos, glucosilceramidas, y el aumento de lipidos de tipo polar a los estadios
tempranos y tardios de la maduracion del fruto (Corbacho et al., 2018; Parra-Lobato
et al., 2017). También se les ha relacionado con procesos de elongacion celular, y
modificacion de los lipidos de membrana en vacuolas y células durante el proceso
de maduracién (Chen et al.,, 2018; Corbacho et al., 2018). El catabolismo de
glucoceramidas es intra lisosomal en donde se hace la remocion de los residuos de
azucar de los carbonos terminales, con esto se obtiene glucosa libre y ceramidas,
esta accion la llevan a cabo en conjunto dos enzimas glucosilceramidasas, con
diferentes estructuras y de diferentes familias, la glucocerebrosidasa (GB1)
miembro de la familia glucosil hidrolasa 30 (30GH) y la B-glucosidasa (GB2)
miembro de la familia glucosil hidrolasa 116 (116GH) (Fredj et al., 2018). La familia
116GH se divide en 3 subfamilias: la primera contiene una B-glucosidasa (GB2), la
segunda una B-N-acetilglucosaminidasa perteneciente a Sulfolobus sulfataricus

(SS0O3039) y en la ultima subfamilia varias B-xilosidasas y una B-glucosidasa de
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Sulfolobus sulfataricus (SS01353), estas tres subfamilias son funcionalmente
diferentes (Ferrara et al., 2014). La estructura en aminoacidos de los miembros 1y
3 de esta familia han sido bien estudiados en animales y contienen dos dominios: el
primero se encuentra hacia el N-terminal que es de 318 residuos aminoacidicos
(Glyco_hydr_116N) y esta conformado por dos hojas 3 en formacion de sandwich,
sus sitios cataliticos aun son desconocidos para GB2 y las anotaciones de su
funcion se limitan a la accién de catalisis de glucosilceramidas (Boot et al., 2007;
Martin et al., 2013) y el segundo dominio esta en el C-terminal con 360 residuos de
aminoacidos (DUF608) y forma una estructura de solenoide (a-a-6) con funcion
catalitica en los residuos de &cido glutamico (E441) entre la primera y segunda
hélice a, y aspartato (D593) entre la quinta y sexta hélice a, en donde también
contiene el sitio estructural de unién al ion Ca?*, su funcién consiste en la hidrolisis
de uniones de poli 0 monosacaridos de acidos grasos y formacion de glucosa libre
(Cobucci-Ponzano et al., 2010; Fred;j et al., 2018).

2.9 miRNAs

Los miRNA son elementos no codificantes y fundamentales que actian de manera
especifica regulando la expresion de genes, estos se encuentran en el genoma de
todas las células eucariontes (Bavelloni et al., 2017); en su mayoria son de 18 a 22
nucleotidos que se generan a partir de regiones en forma de bucle provenientes de
precursores de transcritos enddégenos, estos actuan pairandose con las secuencias
de los genes que codifican para una proteina y asi realizar una represiéon en su
expresion (Zhang et al., 2018). Mas en especifico, estas regiones en forma de bucle
se conocen como pre-miRNA (Sun, 2012), las cuales posteriormente se convierten
en un complejo duplex de ARN por la acciéon de una endoribonucleasa Il (Dicer-
likel); el mMiRNA maduro se une a una proteina argonauta (AGO1), la cual a su vez
forma parte de un complejo proteico de silenciamiento de genes inducido por
complementariedad de ARN, que causa la degradacion de un ARN mensajero
(ARNmM) o bien la represion transcripcional (Li et al., 2015). En plantas este

mecanismo de silenciamiento ha demostrado que las secuencias de miRNA tienen
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una alta complementariedad con su gen objetivo (Tsuzuki et al., 2016), sin embargo,
en algunos casos no es completa e incluso pueden llegar a tener hasta 5 diferencias
entre el mMiIRNA y el gen objetivo y aun asi tener actividad catalitica sobre el gen,
esto es demostrado en los experimentos de Schwab et al. (2005), en donde
probaron la actividad del miRNA 159, sobre 4 objetivos complementarios y
sorprendentemente en uno de los casos con 5 diferencias entre objetivo y miRNA
se vio afectado su nivel de expresion, con lo que demostraron que aunque no sea
un objetivo especifico y conservado evolutivamente entre especies, se da la
regulacion, lo que nos dice que en conjunto con el cambio evolutivo de ARNm, el
mMiRNA cambia a la par (Xin et al., 2015). Estos hallazgos resaltan el hecho de que
miRNA maduros asi como las secuencias de sus genes objetivos estan altamente
relacionadas y conservadas entre diferentes especies de plantas, esto se ha logrado
mediante la secuenciacion de ARN, herramienta con la cual se pueden caracterizar
e identificar los ARN pequefios (ARNSs) expresados en una planta bajo un estrés
especifico (Axtell y Bartel, 2005); esto confirmado por varios articulos en donde se
ha demostrado que bajo diferentes tipos de estrés como el hidrico (Ferdous et
al.,2015), estimulos a la maduracién (Meng et al., 2016) o deficiencia de minerales

(Zeng et al., 2010), la cantidad y tipos de miRNA que se expresan varian.

2.9.1 miRNAs y silenciamiento de genes

En afios recientes se han puesto en la mira los miRNA vy el interés por ellos es
debido a su habilidad para regular la expresion génica postranscripcional mediante
la degradacién del gen objetivo (Millar et al., 2019). Se han hecho grandes esfuerzos
para la identificacion y caracterizacion de los genes de miRNA, lo que incluye la
generacion de bibliotecas de ADNc o ARNS, sin embargo, existe la limitante de que
los mMIRNA se expresan muy poco o nulamente si no es bajo condiciones o0 en un
tipo de célula en especifico, cosa que podria llegar a ser dificil en algunos casos
(Sun, 2012), es debido a este tipo de obstaculos que el entendimiento de la funcion
bioldgica de los miRNA, requiere también el conocimiento de los ARNm objetivos,

para lo cual la bioinformatica nos ayuda a predecir los objetivos putativos
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basandonos en la secuencia de miRNA, asi como la forma de actuar de ese miRNA
especifico (Zhang et al., 2018). En la actualidad no existen registros de estudios que
se hayan realizado sobre miRNA o ARNs en guayaba, por lo que estos mismos

permanecen siendo un misterio al no estar caracterizados o identificados.
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ll. JUSTIFICACION

El alto valor comercial de la guayaba reside en la gran variedad de subproductos
medicinales y alimenticios como las jaleas, conservas y confiteria. Sin embargo, el
dafio mecéanico producido durante el manejo postcosechay la sobre maduracion del
fruto crea un problema para su transporte y exportacion, generando grandes
pérdidas econOmicas a los productores y exportadores. Es por eso que es
importante generar conocimiento de los genes involucrados en la modificacion de la
pared celular durante los diferentes estadios del proceso de maduracion. Por lo
anterior, este estudio tiene como propdésito identificar, analizar de manera bioldgica,
bioinformatica y medir la expresion de los genes de B-galactosidasa 1 (PgGal), B-
1,4-endoglucanasa 17 (PgE17) y una glucosilceramidasa no lisosomal (PgGlyl) en
hoja, tallo, raiz y 4 estadios de maduracion del fruto. Ademas de hacer una
identificacion y caracterizacion de los miRNA expresados durante los estadios
rayado y maduro del fruto de la guayaba y asi contar con herramientas y técnicas
moleculares que puedan ayudar a resolver el problema de sobre maduracion

postcosecha de la guayaba y en un futuro controlar el proceso de maduracion.

IV. HIPOTESIS

Los genes relacionados con el proceso de maduracion de frutos climatéricos, como

la PgE17, PgGal y PgGlyl se encuentran en guayaba.

El andlisis y conocimiento de los miRNAs existentes en guayaba, permitira conocer
el proceso de regulacion de expresion de los genes producidos en una etapa

especifica de maduracion del fruto.

Algunos de los miRNAs encontrados en guayaba son homadlogos a las secuencias
de genes de maduracion en guayaba, por lo que son capaces de regular la actividad

de estos.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Analizar la expresion de los genes PgE17, PgGal y PgGlyl, relacionados con el
proceso de maduracion en guayaba. Ademdas de realizar la identificacién y
caracterizacion de los miRNA expresados en los estadios rayado y maduro de la

guayaba.

5.2 Objetivos especificos

» ldentificar los genes relacionados con la maduracion PgE17, PgGal y

PgGly1 al en el genoma de P. guajava L.

* Analizar los niveles de expresién mediante g-RTPCR de los genes objetivo
en los estadios de maduracién verde, rayado, maduro y sobre maduro;

ademas de las hojas, el tallo y raiz.

+ Comprobar la existencia de miRNAs en fruto en estadio rayado y maduro,
reguladores de los genes de interés o bien de genes relacionados con el

proceso de maduracion.

32



VI. METODOLOGIA
6.1 Recoleccion de material vegetal

Durante todo el afio 2018, se recolectd material vegetal de un arbol de P. guajava
del tipo media china variedad Calvillo S-XXI, localizado en el campo experimental
Cariones INIFAP en el municipio de Jalpa, Zacatecas (latitud 21°44'43.6"N; longitud
102°58'02.0"W). Las muestras recolectadas fueron de hoja, tallo, raiz y del fruto de

cuatro estadios de maduracion: verde, rayado, maduro y sobre maduro (Figura 2).

Figura 2. Material vegetal recolectado. a) Hoja joven y verde, b) tallo joven y verde, c) raiz,
d) fruto verde de aproximadamente 25 dias después de la floracion, e) fruto rayado de
aproximadamente 3 meses y medio después de la floracién, f) fruto maduro 5 meses
después de la floracion, g) fruto sobre maduro 6 meses después de la floracion.

6.2 Extraccion de ARN total

Todas las muestras utilizadas (hoja, tallo, raiz y fruto en todos sus estadios de
maduracion) siguieron la misma metodologia para la extraccion de acidos nucleicos.
La extraccion fue siguiendo el método de CTAB de Doyle y Doyle (1987), con
modificaciones. El material vegetal se pulverizé con nitrégeno liquido en mortero y
se le adicion6 inmediatamente 700 uL buffer de lisis (CTAB 3 %, PVP 2 %, EDTA
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pH 8.0 25 mM, Tris-HCI pH 8.0 100 mM, NaCl 2 M) precalentado a 65 °C, la solucién
se mezclo vigorosamente en vértex y se incubd a 65 °C durante 5 min con agitacion
constante. Posteriormente, se afiadié 1 volumen de cloroformo—alcohol isoamilico
49:1, se agito vigorosamente durante 20 sy se centrifugd a 13,000 rpm durante 10
min. Se recupero la fase acuosa en un microtubo nuevo, se afiadio 1 volumen de
fenol-cloroformo 1:1, se centrifugd a 13,000 rpm durante 10 min, se recuperd la fase
acuosa en un tubo nuevo y se afadieron 2 volumenes de etanol absoluto y 0.3
volimenes de acetato de sodio 3 M, se mezcld y se incubo a -20 °C durante toda la
noche. Se centrifugd por 15 min a 13,000 rpm, se decant6 todo el sobrenadante y
se lavo la pastilla de ARN con 1 mL de etanol al 80 %, se agitd vigorosamente, se
centrifugé a 10,000 rpm durante 5 min, se decantd el etanol, se dejo secar y se
resuspendio en 30 pL de agua DEPC y se guarddé a -20 °C hasta su uso. Se
comprobd la integridad y calidad del ARN mediante una electroforesis en geles de
agarosa al 1 % tefiidos con bromuro de etidio. Las muestras se cuantificaron

utilizando un NanoDrop 2000 de ThermoFisher®.

6.3 Disefio de oligonucledtidos degenerados para genes de interés

Se disefaron  oligonucleétidos con el programa CODEHOP J
(https://virology.uvic.ca/virology-ca-tools/|-codehop/). Se realiz6 un analisis de
similitud con las herramientas TBLASTn, BLASTn y BLASTp (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, 2019) para seleccionar los organismos que se

utilizarian para el disefio de los oligonucleétidos. Para los tres genes se tomé como
referencia Eucalyptus grandis; para el gen de PgGal se tomaron las secuencias de
Solanum lycopersycum (NM_001247536), Lycopersycum esculentum (AF023847),
Nicotiana tabacum (KF267437); para PgE17, las especies de S. lycopersycum
(NM_001247953), Capsicum annuum (XM_016710307), Populus trichocarpa
(HQ331264); y para PgGlyl, las especies de Vitis vinifera (XP_002278061.1), S.
lycopersycum (XP_004234960.1), Glycine max (XP_003526711.1), Musa
acuminata (XP_009382521.1). Con excepcioén de los oligonucledtidos para 3-1,4-

endoglucanasa, la secuencia de los otros fue modificada para conseguir una
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temperatura de alineamiento mas conveniente. Las caracteristicas de los

oligonucledtidos disefiados se muestran en la tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucle6tidos disefiados para PCR

Gen Ollgqnucleo- Secuencia 5 -3 Longitud
tidos nt
Glucosilceramidasa CCACATCAAGTACTttyaayggngg
no lisosomal
PgGly1l GlyR
AAGGAGCCTTGGTccartcngtytt 25
GalaF CGGCACCTTCgayggncargg 21
B-galactosidasa 1
PgGal
GalaR TCTTCACGGTCACrttytgnacncc 25
B-1,4-endoglucanasa GlucoF GACCCTCCATGactycaagg 19
17
PgE17 GlucoR GTCCAAAAGAGtggyctaga 20

6.4 RT-PCR de las muestras de ARN

Las muestras de ARN total fueron tratadas con 0.5 pL de DNAsa del kit RT- RNA
Quick Access de PROMEGA®. La retro transcripcion fue realizada con el kit
SuperScript® Il One-Step RT-PCR with Platinum® Tag de ThermoFisher®. El
ADNc obtenido se cuantific6 en un NanoDrop 2000 de ThermoFisher® vy
posteriormente se us6 para amplificar los genes de interés en un termociclador
Palm-Cycler® (Corbett Research). El programa utilizado en el termociclador para la
PCR inicia con una desnaturalizacién a 95 °C durante 10 min, seguido de otra
desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min, alineamiento a 56 °C (PgGlyl), 51 °C
(PgGal) y 54.5 °C (PgE17) durante 40 sy 72 °C de extension durante 90 s, esto
repetido por 35 ciclos y por ultimo una extension final a 72 °C por 10 min. Los
fragmentos obtenidos fueron verificados mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 1 % tefido con bromuro de etidio y visualizado con luz ultravioleta.
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6.5 Purificacion de productos de RT-PCR

La purificaciéon de los productos de PCR se realizé con ayuda del Kit Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System, siguiendo la metodologia del kit. El de PgGly1 se
purifico directamente del producto de PCR, mientras que los de PgGal y PgE17,
debido a la aparicion de multiples bandas, se corté la banda del tamafio esperado
directamente del gel de agarosa. Se determind la concentracion de los fragmentos
purificados con un NanoDrop 2000 ThermoFisher® y se verifico el tamafio mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. La concentracion de los productos de PCR
se ajusto a 35 ng/pL.

6.6 Clonacién de los fragmentos de los genes de interés

6.6.1 Ligacion

Los fragmentos obtenidos mediante RT-PCR se ligaron al vector pGEM-T Easy

Vector Systems de Promega, siguiendo el protocolo indicado por el productor.

6.6.2 Células competentes

La preparacion de células competentes la transformacion y la extraccion de
plasmido se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito en el manual de Maniatis
et al. (1982). Se cultivé Escherichia coli cepa DH5-a en medio LB sélido y se incubd
a 37 °C durante toda la noche, se tomé una colonia aislada y se sembr6 en 4 mL de
LB liquido y se dejo incubando en agitacion constante a 37 °C durante toda la noche.
De este cultivo se tomo una alicuota de 0.1 mL y se sembré en 5 mL de medio LB
nuevo para incubar durante aproximadamente 3 horas a 37 °C. El cultivo en
microtubos de 1.5 mL en alicuotas de 1 mL, se enfrié en hielo durante 10 min, se
centrifugo a 12,000 rpm durante 2 min. Se elimino el sobrenadante y se resuspendio
la pastilla muy suavemente en 1 mL de CaCl: frio y estéril, se incubd en hielo

durante 10 min y se centrifugd a 12,000 rpm durante 2 min. Se elimind el
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sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 muy suavemente en 30 pL de CacCle.

Estas células fueron inmediatamente utilizadas para la transformacion.

6.6.3 Transformacion de células competentes

A los 30 uL de células competentes se les agrego 5 L de producto de ligacion y se
mezcldé suavemente mediante pipeteo, se incubd durante 20 min en hielo, seguido
de una segunda incubacién a 42 °C durante 90 s, inmediatamente el tubo se
transfirid a hielo y se dejoé reposar por 5 min para lograr generar el shock térmico
requerido para la transformacién. Seguido de esto, se afiadieron 0.2 mL de medio
LB liquido y se dejo incubar durante 45 min a 37 °C. Una vez pasado este tiempo,
la mezcla se esparci6é con ayuda de perlas de vidrio en cajas de Petri con medio LB
sélido con 50 mg/L de ampicilina, permitiendo que todo el liquido se absorbiera. Las

cajas se invirtieron y se dejaron incubar a 37 °C toda la noche.

6.6.4 Extraccion de plasmidos por el método de Miniprep Birmboim Dolly

Se tomo una de las colonias transformadas, se inoculé en medio liquido LB con 50
mg/L de ampicilina, y se incubd durante toda la noche a 37 °C. De este cultivo se
tomd 1.5 mL en un microtubo, se centrifug6 a 12,000 rpm por 2 min y se elimingé el
sobrenadante. La pastilla se resuspendié en 0.1 mL de solucién birmboim | para
dejar incubando en hielo durante 5 min. A continuacion, se le afiadi6 0.2 mL de
solucion birmboim Il (preparada en el momento), se incubd a temperatura ambiente
durante 5 min, después se le agreg6 0.15 mL de solucién birmboim Il y se incubd
en hielo por 5 min. Posterior a esto, la mezcla se centrifugé a 12,000 rpm durante 5
min, el sobrenadante se pasd a otro microtubo, se le afiadié 0.2 mL de fenol-
cloroformo 1:1 y se centrifugo a 12,000 rpm durante 5 min. La fase acuosa se paso
a otro microtubo, se le afladié 0.2 mL de cloroformo-alcohol isoamilico 49:1 y se
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min. La fase acuosa se transfirié a un tubo nuevo,
se le agrego un volumen de isopropanol, se incubd en hielo por 5 min y se centrifugo

a 12,000 rpm durante 5 min para la obtencion de una pastilla de plasmido. La pastilla
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fue lavada con etanol al 75 % durante 5 min, se centrifugé a 8,000 rpm y por ultimo

se resuspendio en 35 pL de agua destilada y estéril.

6.7 Secuenciacion y analisis bioinformatico de productos de RT-PCR

Los fragmentos obtenidos se secuenciaron en Macrogen USA (Maryland, Estados
Unidos) con el equipo ABI 3730xI DNA Sequencer de la marca ThermoFisher®. Las
secuencias resultantes fueron sometidas a un andlisis de similitud utilizando la
herramienta TBLASTn, BLASTn y BLASTp (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov
2019) y BLAST de Ila plataforma Phytozome (https:/phytozome-

next.jgi.doe.qgov/blast-search). Todas las secuencias, fueron comparadas con el

genoma de E. grandis (numero de accesion: GCA_016545825.1) y contra el
ensamblaje de genoma de P. guajava, guava V11.23 (numero de accesion al
ensamblaje: GCA_016432845.1). La traduccion virtual de las proteinas putativas fue
realizada con la herramienta Translate de la plataforma ExPASy (Expert Protein
Analisys System) (https://web.expasy.org/translate/). El punto isoeléctrico, indice de
estabilidad, indice alifatico y escala de valor GRAVY fueron calculadas con la

herramienta ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para los alineamientos

multiples se utilizod el programa CLUSTAL Q
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/), en donde se introdujeron secuencias
pertenecientes a plantas con y sin frutos climatéricos. La basqueda y comparacién
de dominios y motivos conservados se realiz6 en la base de datos pFAM
(https://pfam.xfam.org/), la plataforma de clasificacion de ontologia de genes
PANTHER (http://www.pantherdb.org/) y la base de datos UNIPROT
(https://www.uniprot.org/). El andlisis de co-expresion se realiz6 en la plataforma
STRING (https://string-db.org/) utilizando a E. grandis como proteina de referencia.
Los analisis de filogenia fueron hechos con el software PAUP4 con el método de
distancia evolutiva de ADN/ARN con las distancias p no corregidas, minimos
cuadrados no ponderados, longitudes negativas de las ramas en cero, sustituciones
para el estimado de la cuenta de ramas, precision de 5 decimales para resultados y

un Bootstrap de 100.
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6.8 Andlisis de expresion mediante gRT-PCR de los genes de interés

La expresion en tiempo real de los fragmentos se hizo con oligonucleétidos

disefiados a partir de los fragmentos secuenciados (Tabla 3).

Tabla 3. Oligonucleoétidos para gRTPCR

Gen Oligonucleo-tidos Secuencia 5 -3 Proggcto
GlyF GAGAGAAGTTTGGTCAGGAG

PgGly1l i

- GlyR 105

CATGCAGCTTCATATATTCCA
C

GalaF AAAGGTTCACGCAGAAGATAG

PgGal 108
GalaR CTGGTCCAAATTCGTTCTCTAT
GlucoF GGTACGGTCGTGCTGGTC

PgE17 108
GlucoR GGCGAAGATCCAGTGCTC

PgGly1El andlisis de expresion de PgE17, PgGal y PgGlyl se llevo a cabo en raiz,
tallo, hoja y 4 estadios diferentes de maduracién (verde, rayado, maduro y sobre
maduro). Se tomé el gen 25 S de la sub unidad ribosomal de la hoja de tabaco como
gen de normalizacion de datos, y el estadio verde como referencia para la
cuantificacion relativa de la expresion, porque es el punto en el que estos genes
comienzan a mostrar su expresion. Las amplificaciones fueron realizadas en placas
de 96 pozos en un termociclador StepOne™ Real-Time PCR System (Applied
Biiosystems), utilizando el kit de gPCR Radiant™ GreenLo-ROX (Alkali Scientific).
En cada reaccion se agregaron 10 uL de Radiant™ GreenLo-ROX 2X mix de gPCR,
200 ng de ADNCc, 100 nM de oligonucledtidos forward y reverse y se ajusté a un
volumen de 20 pL, utilizando agua libre de nucleasas. El programa utilizado para la
reaccion consiste en una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 2 min, seguida

de 40 ciclos de una desnaturalizacion a 95 °C por 5 s y una fase de alineamiento y
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extension a 52 °C durante 30 s. La informacion obtenida se analiz6 utilizando el
software StepOne™ Real-Time PCR System Software (Applied Biosystems), el
andlisis estadistico fue hecho en el paquete estadistico de Excel. Los cambios en la

expresion relativa de los genes fueron calculados utilizando el modelo de AACH.

6.9 Construccién de bibliotecas de miRNAs

6.9.1 Cuantificacion y verificacion de la integridad de las muestras

Se extrajo ARN de 12 muestras de guayaba en estadio rayado y 12 muestras en
estadio maduro, utilizando la metodologia de extracciébn mencionada en el punto
6.1.2. Las muestras se cuantificaron en un Nanodrop 2000, y se analizaron
electroforéticamente en un gel desnaturalizante de agarosa al 15 % y formaldehido
al 18 % en buffer MOPS. Se prepard una mezcla de 4 pL de muestra de ARN total
con 1 pyL de buffer de carga, se calentd durante 5 min a 65 °C, se incub6 en hielo
por 2 min, y se cargo en el gel. El gel se sometio a electroforesis y se tifid con
bromuro de etidio para comprobar la integridad y calidad del ARN. Se juntaron
muestras del mismo estadio de maduracion para obtener 3 mezclas (triplicado), con

aproximadamente 12 mg de ARN cada uno en 30 pL.

6.9.2 Aislamiento de miRNAs a partir de muestras de ARN total

Las mezclas anteriormente mencionadas fueron sometidas a electroforesis en un
gel desnaturalizante de poliacrilamida al 15 %. Cada muestra se mezclé con un
volumen de buffer de carga, para tener 60 pL de mezcla, y cargar el total en cada
pozo. Las muestras se corrieron durante 7 horas a 140 volts. Como marcador de
peso molecular se utilizd un mix de oligonucledétidos (5.8S [17 nt], 166 directo [20 nt]
y 159 directo [27 nt]) a 100 mM, del cual se cargaron 50 pL en el primer y altimo
pozo del gel. El gel se tifié en bromuro de etidio durante 7 min y se visualiz6 con luz
UV. Se corto el gel de poliacrilamida para el aislamiento de los miRNAs, tomando el
area entre las bandas correspondientes a 20 y 27 pares de base del marcador de

peso molecular. Los cortes se repartieron en 6 microtubos, a cada uno se les agreg6
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700 pL de agua DEPC estéril y se dejaron eluir durante toda la noche a 5 °C. Las
muestras fueron filtradas con ayuda de una jeringa de 5 mL conectada a un filtro
estéril para eliminar la poliacrilamida, y recuperar el ARN purificado. Cada muestra
se colectd en un tubo nuevo de 1.5 mL y se aforé a 500 yL con agua destilada

esteéril.

6.9.3 Precipitacion de miRNAs

A cada tubo se le agreg6 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M, y 3 uL de
glicogeno puro. La mezcla se agitdé vigorosamente en vortex durante 15 s,
inmediatamente se agregaron 2 volimenes de etanol absoluto puro (grado
molecular) y se incub6 a -80 °C durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugo a
12,000 rpm durante 20 min a 4 °C, se decantd el sobrenadante y la pastilla fue
lavada con 1 mL de etanol al 80 % y centrifugada a 12,000 rpm durante 5 min.

Finalizado se resuspendio la pastilla en 10 yL de agua estéril DEPC.

6.9.4 Ligacion del adaptador 3’ Linker1

Se utiliz6 el adaptador 3’ Universal miRNA Cloning Linker de New England BioLabs®
de secuencia 5 rAppCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3, la cual contiene un grupo
amino (NHs) en su extremo 3’ que previene la ligacion consigo mismo, ademas,
tiene una adenilacion activa en su extremo 5 que la ARN ligasa reconoce y ayuda
a la ligacion covalente con el OH del extremo 3’ del miRNA, sin la necesidad de ATP
(Figura 3).

Para cada reaccion de ligacion se utilizaron 0.4 pL de Universal Linkerl Buffer 10X,
0.6 yuL de DTT 10 mM, 1 pL de adaptador Linkerl a 1 mM, 1 uL de T4 ARN Ligasa
1y 7 pL de muestra de miRNA, obteniendo un total de 10 pL de producto ligado,

posteriormente la ligacion se incubd a 28 °C durante 1 hora.

41



S'NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNZ 5’ rAppCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3" N

T Adaptador Linker1

Unidn mediante |a
T4 ARM ligasa una dideoxicitina

Figura 3. Ligacién del adaptador 3’ Linker1. Estructura y plegamiento del extremo 5’ del
adaptador Linker1 a la secuencia de miRNA en su extremo 3’, con la enzima T4 ARN ligasa.
El extremo 3’ del adaptador estd desactivado mediante una dideoxicitina para evitar el

plegamiento consigo mismo.

6.9.5 Ligacion del adaptador 5°

Se utilizé el adaptador RNA 5 Adapter (RA5), de la serie TruSeq Small RNA del
grupo lllumina®, de secuencia 5 GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3, al
cual le falta un grupo fosfato en su extremo %’, lo que lo hace particularmente
vulnerable a ligarse consigo mismo en su propio extremo 3’ (Figura 4). La reaccién
se realiz6 utilizando 0.4 uL de RA5 Buffer 10X, 0.6 yuL de DDT al 10 mM, 1 uL de
adaptador RA5, 1 uL de ATP, 1 pL de ARN Ligasa y los 10 pL de producto ligacion
3’ previamente obtenidos, después se incubd durante 1 hora a 28 °C, terminando

con un total de 14 pL.

5 GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3° 5" NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3

RAS lllumina Adapter miRNA-Linker1

Unién mediante

ARNI B Linkert

B miRNA

b 5 GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 3° 5" GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGAUC 37

Unidn mediante
ARM ligasa
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Figura 4. Ligacion del adaptador 5'. a) Unién deseada entre la primera ligacién y el RA5 en
el extremo 5. b) Producto vacio o no deseado, en donde dos adaptadores RA5, se pliegan

en sus extremos 3’y 5.

6.9.6 Sintesis de ADNc

Se utilizé el kit Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT de ThermoScientific®,
con el oligonucleotido BRIDGE RT, disefiado con la secuencia complementaria a la
del adaptador Linkerl, asi como la secuencia de reconocimiento que los sistemas
lllumina utilizan para secuenciar (Figura 5). La reaccion se hizo afiadiendo 6.8 pL
del producto previamente ligado y 4.2 uL del oligonucleétido BRIDGE RT, la mezcla
se incubd a 65 °C durante 5 min seguida de una incubacion inmediata en hielo. Por
otro lado, se prepar6 la reaccion complementaria utilizando 4 pL de First Strand
Buffer 10X, 2 yL de DTT al 10 mM y 1 yL de dNTP’s al 10 mM. Una vez terminado
el tiempo de la primera reaccion, se mezclaron ambas y se incubaron a 42 °C
durante 5 min. Se obtuvieron en total 18 pL de reaccion, a los cuales posteriormente
se agregaron 2 puL de Maxima Enzime Mix, (RNAse Out, Enzima RT), se incubaron
a 50 °C durante 30 min seguido de 85 °C por 5 min y se almacenoé a -20 °C hasta

Su uso.

Producto ligado

5 GUUCAGAGUUCUACAGUCCGACGALMNNMMMNNMNMMNMNNNNNNNNNN CTGTAGGCACCATCAAT-NH2 3'

{‘ 5" GACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCOCACGGTTCC 37
k]

Oligonucleétido BRIDGE RT 4—' I |

Secuencia de reconocimiento
illumina

ADNc de libreria

5 CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGHNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNGACATCCGTGGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGETTCC 37

Figura 5. Sintesis de ADNc de la libreria de miRNA. Estructura del oligonucleétido BRIDGE

RT y sintesis de ADN complementario (ADNc) de los productos ligados anteriormente.
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6.9.7 Asignacién de indices para las librerias de miRNA

Los indices son secuencias especificas de 6 pares de base que se colocan cerca

del extremo 3’ de la construccion y se utilizan como identificadores de cada libreria

al momento de la secuenciacion. Se utilizaron los indices de reconocimiento

lllumina, del kit lllumina Adapter Sequences, TruSeq Small RNA, de la serie C, se

usaron los numeros 2, 4, 5, 6, 11y 12. Las secuencias se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Secuencias de los indices lllumina.

indice Secuencia
Cc2 CGATGT
C4 TGACCA
C5 GTGACA
C6 GCCAAT
Ci11 CTTGTA
Ci12 TACAAG

Los indices, fueron agregados a las librerias mediante PCR (Figura 6) utilizando el

kit Phusion High Fidelity DNA Polymerase con una reaccién de PCR de 50 y, en
donde se agregaron 10 uL de Buffer Phusion, 1 yL de dNTP’s al 10 mM, 0.5 uL
Phusion DNA Polymerase, 5 uL de ADNc, 1 uL de oligonucledétido forward, 1 pL de

oligonucledtido reverse (mezclado con el indice correspondiente a la libreria) y 28.5

uL de agua. El programa de PCR consta de una desnaturalizacion inicial a 98 °C

a) ADNc
5 CAAGTCTCAAGATGTCAGGCTGCTAGNNNMNMNNMNNNNNNNNNNNNGACATCCGTOGTAGTTAGACCTTAAGAGCCCACGGTTCC 37
b} S'CAAGTCTCA AGATGTCAGGCTGCTAGNNNNMNNNNNKNNNNNNNNNNN GACATC
. s, .
5 AATGATACGGCGCCACCGAGATCACAL [ ‘r—r—g Indlce

i
£
W

Oligonucledtido adaptador lllumina 5

c)

5 AATGATACGGOGOCACCGAGATCACAL

Oligonucleédtido adaptador lllumina 3

Producto de RT-PCR (libreria completa)

PP BRI P B R P R B RG AT ATE GOTAGTTAGTGCGATGTTAGAGCATACGGCAGAAGACGAAL

] 5 ACCTTAAGAGOCCACGGTTOCTTEAGGTCAGTGCEATGTTAGAGCATADGGLAGAAGADGANT
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durante 30 s, seguido de 15 ciclos de una desnaturalizaciéon a 98 °C por 15 s,
alineamiento a 60 °C durante 30 s, y una fase de extension de 15 s a 72 °C,
finalizando con una extension final de 72 °C por 5 min.

Figura 6. RT-PCR e insercién de indices a las librerias de miRNA. a) ADNc complementario
obtenido. b) Oligonucleétido con adaptadores illumina 5 y oligonucledtido adaptador
illumina 3’ que incluye la secuencia indice para cada librearia. c) Construccién completa de
libreria de miRNA.

6.9.8 Electroforesis de PCR de librerias

Los productos de PCR se corrieron en una electroforesis de gel de poliacrilamida al
6 % a 140 volts, durante 3 horas y media. En cada pozo se cargaron 60 pL de
muestra, compuesta de 30 uL de producto de PCR y 30 uL de buffer de carga 5X.
Al terminar, el gel se tifié con bromuro de etidio durante 7 min y se visualiz6 con luz
UV. Posteriormente, se recuperoé la banda mediante un corte correspondiente a la
zona entre los 150 y 165 pares de base. La banda cortada se pasé a un microtubo
de 1.5 mL y se realiz6 una precipitacién del material genético, como el mencionado

en el paso 6.9.3.

6.9.9 Digestion de las librerias con EcoR1

La digestion de las librerias se llevo a cabo de acuerdo con el protocolo de EcoR1
de Promega en tubos de 200 pL. Para cada reaccion se utilizaron 0.5 pL de enzima
EcoR1, para después incubarla a 37 °C durante 30 min, e inactivarla a 65 °C durante
10 min. Al finalizar la digestion los productos se corrieron en un gel de poliacrilamida
al 6 % a 120 volts, durante 45 min, posteriormente se tifieron con bromuro de etidio

y se observaron las bandas con un fotodocumentador.
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Extraccion de ARN de guayaba
Se obtuvo ARN de tallo, hoja y de los estadios de maduracion verde, rayado,

maduro y sobre maduro. La integridad del material genético fue verificada mediante

una electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 7).

28SrARN
Na

18SrARN —¥

5SrARN —¥

Figura 7. Muestras de ARN de diferentes tejidos de la guayaba. H) Hoja, T) Tallo, FV) Fruto
verde, FR) Fruto rayado, FM) Fruto maduro, FSM) Fruto sobre maduro.

De acuerdo con la intensidad de las bandas, las muestras de hoja, fruto verde, y
fruto rayado, fue donde mayor cantidad de ARN se obtuvo. Resultados similares
fueron obtenidos por Carpinetti et al. (2021) y Gudenschwager et al. (2012) quienes
al extraer ARN total de los frutos de la guayaba, aguacate, durazno y uva utilizando
el método CTAB, obtuvieron bandas bien definidas y grandes cantidades de ARN
mensajero y ARN de las subunidades ribosomales 28S y 18S. Ademas, mencionan
que es uno de los protocolos mas eficientes y que da mayor cuidado a la integridad
del ARN, ademas de evitar contaminacién por carbohidratos y compuestos
fendlicos, metabolitos encontrados en altas cantidades en el fruto de la guayaba
(Padilla et al., 2014).
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7.2 Cuantificacion de ARN

La pureza y cantidad del material genético fue medida utilizando espectrofotometro

Colibri® (Tabla 5).

Tabla 5. Cuantificacién y parametros de calidad de ARN obtenido.

Muestra Concentracion A230/260 A280/260
. (Mg/mL)

Hoja 163.85 2.04 1.86
Tallo 73.52 1.32 1.71
Fruto verde 127.61 2.01 2.09
Fruto rayado 91.97 1.61 1.78
Fruto maduro 82.22 0.7 1.68
Fruto sobre maduro 75.43 0.25 1.74

Las muestras de ARN de hoja, fruto verde y fruto rayado obtuvieron la mayor
concentracion concordando con lo visto en el gel antes mencionado. Las muestras
que tienen un valor de A230/260 menor a 1.8, indica la presencia de contaminantes
como carbohidratos y fenoles, sustancias que se encuentran en altas
concentraciones en la guayaba. Los valores mayores a 1.8 y menores a 2.1 de la
relacion A280/260 indican que la muestra esta libre de contaminantes de tipo
carbohidrato y proteico (Maniatis et al., 1982). Hallazgos parecidos fueron
reportados por Carpinetti et al. (2021) y Gudenschwager et al. (2012) quienes
demostraron que utilizando el método de CTAB, se obtienen cantidades de ARN
total de entre 190 a 690 ng/pL, cantidades incluso mas pequefias que las obtenidas
con nuestro protocolo. Ademas, en sus resultados también se observan valores de
absorbancia de 1.8 a 2.2 para el rango de A260/280 y de 1.4 a 2.3 para A230/260
concordantes con nuestros resultados. Estos ultimos valores, ellos los describen
como 6ptimos para cualquier muestra de ARN que quiera ser utilizada para sintesis
de ADNCc o bien RT-PCR directa. Para la sintesis de ADNc se realizaron diluciones

a las muestras hasta obtener una concentracién final de 10 ug/mL de ARN.
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7.3 RT-PCR de los genes de interés

Todas las pruebas de RT-PCR fueron realizadas utilizando 3 pL del ADNc
correspondiente a las muestras y con una concentracion final de 150 ng/uL. Cada
par de oligonucleétidos fue probado en todos los tejidos incluidos aquellos que la
literatura menciona son especificos para la expresion de dicho gen o bien en donde

han encontrado una mayor expresion.

La RT-PCR de PgGlyl resulto en un producto de 550 pb observado en todos los
organos de la planta y estadios de maduracion del fruto, siendo las bandas mas
grandes las de tallo, hoja y estadios de maduracion rayado y maduro. La banda de
menor intensidad es la de raiz y estadio sobre maduro (Figura 8). Estos hallazgos
demuestran que el gen de interés se expresa en todos los tejidos. Lo que va de
acuerdo con lo mencionado por Corbacho et al. (2018) y Parra-Lobato et al. (2017)
quienes demostraron que es durante estos estadios de maduracion del fruto y

organos de la planta donde mayor expresion de las glucosilceramidasas se observa.

A 2 3 4 B PM 2 3 4 5 6
PM Tallb  Hoja Ralz Fruto Fruto  Fruto  Fruto Fruto

verde rayado maduro maduro sobre
maduro

Figura 8. RT-PCR del gen PgGlyl. A) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-4:
organos de la planta, tallo, hoja y raiz. B) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-6:
estadios de maduracion del fruto verde, rayado, maduro y sobremaduro con un producto de
RT-PCR de aproximadamente 550 pb.
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Los resultados de la RT-PCR del gen PgEl17 muestran una sola banda de
aproximadamente 350 pb de tamafio en todos los tejidos, confirmando la expresion
de este gen en todas las muestras (Figura 9). Las bandas mas notorias y grandes
se encontraron en tallo y en los estadios de maduracion rayado, maduro y
sobremaduro, mientras que la banda mas tenue fue en raiz. Esto concuerda con lo
encontrado por Miedes et al. (2011) y Jara et al. (2019) quienes obtuvieron niveles
de expresion similares en los mismos estadios y mencionan que la expresion de

este gen se da de manera proporcional desde las primeras etapas de maduracion.

3 4 5

Fruto Fruto  Fruto

rayado maduro sobre
maduro

Figura 9. RT-PCR del gen PgE17. A) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-5:
estadios de maduracion del fruto verde, rayado, maduro y sobremaduro con un producto de
RT-PCR de aproximadamente 350 pb. B) Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2-4:
organos de la planta, tallo, hoja y raiz con un producto de RT-PCR de aproximadamente
350 pb.

Para el gen de PgGal la RT-PCR se obtuvo una sola banda de aproximadamente
de 550 pb en todos los estadios de maduracion y 6rganos, las bandas mas nitidas
y gruesas fueron las de hoja y estadio sobre maduro, las bandas mas tenues y poco
visibles fueron las de raiz y estadio maduro (Figura 10). Resultados similares habian
sido descritos por Huijuan et al. (2018), quien menciona que la actividad enzimatica
de las B-galactosidasas incrementa de acuerdo con el ablandamiento del fruto,

proceso que tiene su pico en dicho estadio.
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Fruto
verde

3 4 5

Fruto Fruto Fruto
sobre rayado maduro
maduro

Figura 10. RT-PCR del gen PgGal en ADNc de fruto maduro. Carril 1: marcador de peso

molecular, carriles 2 a 4: producto de RT-PCR de un tamafio de 500 pares de base

aproximadamente.

7.4 Secuenciacion de productos de RT-PCR

Se enviaron los productos de RT-PCR PgE17, PgGal y PgGlyl previamente

purificados como se explica en los apartados 6.4 y 6.5 de la metodologia, al servicio

de secuenciacion de Macro Gene USA, los fragmentos resultantes y sus tamarfios

se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Tamafio, nombre y gen al que pertenecen los fragmentos obtenidos.

Nombre Gen Longitud obtenida (pb)
PgE17 B-1,4-endoglucanasa 17 331

PgGal B-galactosidasa 1 750

PgGlyl Glucosilceramidasa no lisosomal 538

7.5 Andlisis bioinforméatico de los genes de interés

Se realizé un analisis bioinformatico que incluyé la busqueda y alineamiento maltiple

con secuencias similares en la base de datos del NCBI, identificacion de dominios
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conservados entre los fragmentos de interés y sus genes correspondientes
pertenecientes a E. grandis, comparacion de propiedades fisicoquimicas entre los
fragmentos de interés y sus genes correspondientes de otras plantas y una
busqueda de similitud entre los fragmentos de interés y los genomas de E. grandis
y guayaba. Los fragmentos utilizados para dichos analisis se obtuvieron a partir de

un consenso entre las secuencias forward y reverse resultantes de la secuenciacion.

7.5.1 Andlisis de similitud nucleotidico y aminoacidico de los genes de interés

Se obtuvo una secuencia de 331 pb para PgE17, la traduccién de la proteina
putativa dio como resultado un fragmento de 109 aa. Los analisis de similitud
BLASTn y BLASTp mostraron un 91 % de similitud con la secuencia de B-1,4-
endoglucanasa 17 de E. grandis y en un porcentaje menor (85 — 90 %) en otras
plantas de la familia Myrtaceae (Figura 11). El analisis también revel6 que PgE17
es parte de una region muy conservada en la familia de las proteinas B-1,4-
endoglucanasas llamado motivo PLN02266, que se encuentra dentro del dominio
Glyco_Hydro 9 caracteristico de la familia 9 de las glucosilhidrolasas (GH9) y
encontrado en todas las [B-1,4-endoglucanasas conocidas. La familia GH9 es
conocida por que todos sus integrantes modifican la composicién de la pared celular
de las plantas de forma directa o indirecta (Jara et al., 2019). Por otra parte, se
encontré que la secuencia aminoacidica de PgE17 contiene un gran nimero de aa
hidrofébicos continuos que le ayudan a dar forma a su estructura tridimensional, lo
cual es una caracteristica entre las enzimas [-1,4-endoglucanasas (Davies y
Henrissat, 1995).

Psidium guajava (PgE17) 33
Eucalyptus grandis 297
Elaeis oleifera 2%
Phoenix dactylifera 294
Ananas sativus 227
Quercus suber 297
Herrania umbratica

Figura 11. Alineamiento multiple de PgE17 y otras secuencias de -1,4-endoglucanasa 17

de plantas. El recuadro azul muestra el motivo PLN02266.
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Para PgGal, se obtuvo una secuencia de 750 pb de longitud y una secuencia de
249 aa de su traduccion virtual. El andlisis de similitud BLASTn y BLASTp y
alineamiento multiple con secuencias de (-galactosidasa 1, perteneciente a otras
plantas mostré una similitud entre el 90 y 95 % (Figura 12). Los porcentajes de
similitud més altos obtenidos fueron de 98 % con Rhodamnia argentea, 96.3 % con
Syzygium oleosum y 96 % con E. grandis. Estos resultados eran esperados debido
a que todos son miembros de la familia Myrtaceae. PgGal también contiene el sitio
activo putativo GGPIILSQIENEF (Figura 10, cuadro color negro) localizado después
de la péptido sefial, y es caracteristico de la familia glucosil hidrolasas 35 (GH35) a
la cual pertenecen todas las B-galactosidasas y que esta dentro de la regién N-
terminal (Zinin et al., 2002) y actia modificando los residuos de p-nitrofenil-3-D-
galactopiranosidos y B-1,4-D-galactanos de la pared celular (Carey et al., 1995;

Braga et al., 2018).

Psaum guajava (PpGat)
Eucalyplus grand's

Durio zibethinus

Merrana umbrabca
Abrus precatonus
Lupinus polyphyius
Rcinus commun's

Psidum guajava (PgGat) 3¢
Evcalyptus grandis 10
Durio Zivethnus

Merrana umbrabca

Abrus precatonus

Lupinus polyphytius

Rcinus communs

Psiaum guajava (P9Gat) 5
Eucalyptus granads

Duno zibethinus

Herrania umdrabica

Abrus precatorius

Lupinus polyphytius

Rcinus communs

Psidum guajava (PpGat) 156
Evcalyptus granas

Ouno zidetninus

Merrana umbdrabca

Abrus precatorius

Lupinus polyphytus

Ricinus communis

Figura 12. Alineamiento multiple de PgGal y otras secuencias de B-galactosidasa 1 de

plantas. El cuadro color negro muestra el sitio activo conservado GGPIILSQIENEF.

Para PgGlyl se obtuvo una secuencia de 538 pb de largo y una proteina putativa
de 179 aa. El andlisis BLASTn revelo similitud arriba del 92 % con mudltiples
secuencias de glucosilceramidasas no lisosomales pertenecientes a E. grandis,
Phoenix dactylifera, R. argentea y S. oleosum. Estos resultados concuerdan con los
encontrados en las secuencias anteriores, ya que todos estos organismos
pertenecen a la familia Myrtaceae. Esto indica que sus secuencias nucleotidicas
estdn altamente conservadas entre especies. Por otra parte, la secuencia

52



aminoacidica de PgGlyl obtuvo un 94 % de similitud comparadas con secuencias
de glucosilceramidasas no lisosomales de otras plantas (Figura 13). Ademas, dentro
de la proteina putativa PgGlyl se encontré la region YMRPLAIWAMQWAL
caracteristica de la familia glucosil hidrolasas 116 (GH116) (Figura 13, recuadro
color azul). Esta secuencia se localiza en la region C-Terminal de las
glucosilceramidasas no lisosomales y también se encuentra en todas las demas
secuencias de proteinas similares en plantas incluidas en el alineamiento mdltiple.
Resultados similares fueron descritos por Cobucci-Ponzano, et al. (2010) y Dai G,
et al. (2020); quienes al alinear secuencias aminoacidicas de glucosilceramidasas
no lisosomales de hongos, plantas y bacterias, observaron que las regiones
terminales C, N, sitios activos y cataliticos estaban muy conservados dentro y entre
especies. Ademas, otros autores concuerdan con que las enzimas de la familia
GH116 son altamente similares entre especies (Charoenwattanasatien et al., 2016;
Ferrara et al., 2014; Fredj, et al., 2018).

Psidium guajova
Rhodomnia argentea 2733
Syzygium oleosum 2

sl

Eucalyptus grondis 2
Ziziphus jujubo
Nyssa sinensis
Morus notabilis
Ourio zibethinus 2'%
Herranic umbratica ¥ '%
Punice granatum 3
Theobroma cacco

IR
v
TR
=18
v
P15
TR

bk

Figura 13. Alineamiento multiple aminoacidico entre PgGly1 y otras glucosilceramidasas no
lisosomales. El recuadro azul muestra el motivo YMRPLAIWAMQWAL, caracteristico de la

familia GH116.

7.5.2 Andlisis de similitud de PgE17 y PgGal y genomas de guayaba y E. grandis.

El analisis de similitud BLASTn de PgE17 y el genoma de E. grandis mostré similitud
en secuencias dentro de los cromosomas 2, 4 y 8. Dichas secuencias fueron
traducidas a aminoacidos y se realiz6 un alineamiento contra la proteina putativa de
PgE17 revelando que es 89 % similar a la encontrada dentro del cromosoma 8
(Figura 14), mientras que la similitud encontrada en los cromosomas 2 y 4 fueron

de 51 % y 35 % respectivamente (Tabla 7).
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Figura 14. Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre PgE17 y la secuencia

encontrada en el cromosoma 8 de E. grandis. Las flechas negras indican huecos en la

secuencia.

Tabla 7. Secuencias similares a PgE17 encontradas en el genoma de E.

grandis
Cromosoma Posicién (nt) Gen % Similitud con
PgE17
8 12681226-12684786 B-1,4-endoglucanasa 1 89.0
4 30218926-30221748 B-1,4-endoglucanasa 51.6
2 48242919-48248035 B-1,4-endoglucanasa 4 35.4

El andlisis de similitud BLASTn de PgE17 y el genoma de guayaba (Feng et al.,

2021) revelo similitud del 98.2 % con una secuencia encontrada en el cromosoma
4 entre los nucleotidos 9,959,984 y 9,960,316 (Figura 15). Este descubrimiento

indicaria que se trata del mismo gen y con ello podemos afirmar que el gen de [3-

1,4-endoglucanasa 17 de la guayaba se encuentra en el cuarto cromosoma.

Chr4Psidium 1
PgE17 1

Chr4Psidium 59 118

PgE17 57 116
Chr4Psidium 119 178
PgE17 117 176

238
236

Chr4Psidium 179
PgE17 177

Chr4Psidium 239 298

PgE17 237 296
Chr4Psidium 299 T 333
PgE17 297 C A 331

RERRRRARAXANANNRRRS RAXAARARRRSSRRRRS

Figura 15. Alineamiento nucleotidico de PgE17 y el cromosoma 4 del genoma de la

guayaba. Las flechas negras indican los huecos y diferencias entre ambas secuencias.
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El analisis de similitud de PgGal contra el genoma de E. grandis mostré que existen
secuencias similares en los cromosomas 1, 3, 4, 6, 7 y 9 con un porcentaje de
similitud entre 71 y 92 % (Tabla 8). Sin embargo, una secuencia encontrada en el
cromosoma 10 obtuvo el mayor porcentaje de similitud con 98.2 %, lo que podria
indicar que esta secuencia pertenece a la misma proteina (3-galactosidasa 1) con
la misma funcién. Dicha secuencia fue traducida a aminoacidos y se alined con
PgGal (Figura 16).
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Figura 16. Alineamiento de secuencias aminoacidicas entre PgGal y la secuencia
encontrada en el cromosoma 10 de E. grandis. Las flechas negras indican huecos en la

secuencia.

Tabla 8. Secuencias similares a PgGal encontradas en el genoma de E.
grandis

Cromosoma Posicion (nt) Gen % Similitud
con PgGal

10 34195225-34202265 B-galactosidasa 1 98.2

9 33617356-33621921 B-galactosidasa 11 88.2

7 32601186-32606779 B-galactosidasa 5 92.4

6 43199799-4320781 B-galactosidasa 1 85.9

4 12963708-12970304 1,3-B-galactosidasa 72.8

3 74986360-74991922 B-galactosidasa 1 85.1

1 27539469-27543506 B-galactosidasa 15 71.2

Por otra parte, el analisis de similitud BLASTn de PgGal y el genoma de la guayaba
(Feng et al., 2021), revel6 una secuencia idéntica en el cromosoma 6 y otra similar

en el cromosoma 3. La secuencia encontrada en el cromosoma 6 tiene una
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homologia con PgGal del nucledtido 31 al 641 y esta localizada entre los
nucleétidos 38,076,354 y 38,077,943 (Figura 17), el analisis también mostré que
este fragmento contiene 6 secuencias intronicas de 979 pb de longitud juntas. Con
el descubrimiento de esta secuencia homéloga podemos asegurar que se trata del
mismo gen (B-galactosidasa 1) y que esta en el cromosoma 6 del genoma de la

guayaba.

ChréPsidiwn
PgGal

Chré6Psidiwn
PgGal

ChréPsidium
PgGal

Chré6Paidium
PgGal

ChréPsidiwn
PgGal

ChréPsidium
PgGal

ChrePaidiwum
PgGal

ChréPsidium
PgGal

Chré6Psidium
PgGal

ChréPaidiwm
PgGail

Chré6Psidium < 2. I 2
PaGal GGTTCATTCA TICCTTCATCAAT ] ATATGTATCATGGAGGGCCCCAA 660

Figura 17. Alineamiento nucleotidico de PgGal y el cromosoma 6 del genoma de la

guayaba.

La secuencia del cromosoma 3 de guayaba se encuentra entre los nucledtidos
7,575,108 y 7,575,192 y obtuvo un 83.53 % de similitud con la regién que
comprende del nucledtido 367 al 451 de PgGal, esto podria indicar que se trata de

un gen diferente, pero, perteneciente a la familia GH35 (Feng et al., 2021).

7.5.3 Andlisis fisicoquimico de las proteinas putativas

Para el andlisis de las propiedades fisicoquimicas de las proteinas putativas PgE17,
PgGal y PgGlyl (Tabla 9) se tomaron en cuenta los parametros de indice de
inestabilidad, que mide qué tan estable es una proteina bajo condiciones in vivo e
in vitro, clasificAndola como inestable con un valor debajo de 40 puntos. El punto
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isoeléctrico (pl), que indica el valor de pH en el que una proteina no tiene carga. El
indice alifatico que muestra la termoestabilidad de las proteinas, midiendo el
volumen relativo ocupado por las cadenas alifaticas laterales de aminoacidos como
la alanina, valina, leucina e isoleucina; un valor alto indica un rango de temperaturas
mas amplio en el cual la proteina es estable. Y por ultimo el valor GRAVY que
clasifica las proteinas como hidréfobas o hidrofilicas; un valor negativo significaria
hidrofilia y positiva hidrofobicidad (Gasteiger et al., 2005).

PgE17 obtuvo un valor de 40.15 puntos en su indice de estabilidad por lo que se
considera que es una proteina putativa estable. Su pl fue de 6.25 lo que la clasifica
como una proteina putativa de naturaleza acidica considerando un valor neutral de
7, por el contrario, la proteina completa de E. grandis resultdé basica. El indice
alifatico de PgE17 fue de 96.57 puntos, siendo mas alto que el de la proteina
completa (74.52) de E. grandis indicando que PgE17 es mas termoestable. El valor
GRAVY de PgE17 fue de 0.344, lo que lo clasifica como una proteina hidrofébica,
como casi todas las proteinas membranosas, aunque, este no es el caso de PgE17.
Las diferencias encontradas entre PgE17 y la proteina completa de B-1,4-
endoglucanasa 17 de E. grandis son debidas probablemente al pequefio tamafio de
PgE17 y a que probablemente no se traten de la misma proteina. Esto seria correcto
considerando que las diferencias aminoacidicas, es algo comun para los integrantes
de esta familia de proteinas (Tanthanuch et al., 2008).

Por ultimo, la B-1,4-endoglucanasa 17 del cromosoma 4 del genoma de guayaba
tiene un pl tedrico de 6.28, indice alifatico de 94.55, indice de inestabilidad de 37.89
que la clasifica como una proteina estable y un valor GRAVY de 0.274, que al
contrario que la B-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis, tiene valores muy cercanos
a los de PgE17, reforzando la idea de que se trata de la misma proteina.

El andlisis fisicoquimico de PgGal y la B-galactosidasa 1 de E. grandis mostro que
PgGal es de naturaleza acidica con un pl tedrico de 5.54, a diferencia de la -
galactosidasa 1 de E. grandis que al obtener un valor de 8.32 se clasifica como
basica. El indice de estabilidad de PgGal fue de 38.72, valor que se acerca mucho
al de la B-galactosidasa 1 de E. grandis (39.67); el indice alifatico para PgGal es

de 63.16, lo que muestra que es termoestable aun con un valor lejano al de la B-

57



galactosidasa 1 de E. grandis (77.52). El valor negativo GRAVY obtenido (—0.476)
clasifica a PgGal como una proteina hidrofilica de las cuales la mayoria son
proteinas de tipo globular, lo que concuerda con la funcion que desarrolla en la
pared celular, ademas de estar muy cercano al valor de la B-galactosidasa 1 de E.
grandis (-0.344). La semejanza entre los valores obtenidos por estas dos
secuencias podria indicar que son proteinas homologas en diferentes organismos,
lo que soporta la idea de que las proteinas miembros de la familia GH35 estan
altamente conservadas dentro y entre especies (Tanthanuch et al., 2008). Ademas
de ir de acuerdo con los resultados obtenidos para los analisis de filogenia y
similitud. Por otra parte, las diferencias entre los valores de indice alifatico y pl se
atribuyen a la diferencia de tamafios que existe entre proteinas. Finalmente, la
secuencia aminoacidica del cromosoma 6 del genoma de guayaba obtuvo un pl
tedrico de 6.18, indice alifatico de 65.49, el indice de inestabilidad de 31.20
clasificandola como estable y un valor GRAVY de -0.298. La diferencia con los
valores de PgGal es significante y probablemente debido a la desigualdad de

tamarfo entre las secuencias.

Tabla 9. Valores fisicoquimicos de PgE17 y PgGal, sus regiones conservadas

en el genoma de guayaba, una 3-1,4-endoglucanasa 17 y B-galactosidasa 1 de

E. grandis.
] pl indice indice de Longitud
Proteina . GRAVY . ) s
tedrico alifatico inestabilidad (aa)
-1,4-endogl
B-14-endoglicanasa | g g -0.282 74.52 40.68 507
17 de E. grandis
C 4 de P.
romosoma % ce 6.28 0.274 94.55 37.89 101
guajava
PGEL7 6.25 0.344 96.57 40.15 108
-gal id 1d
Pgalactosidasa Lde | g 4, -0.248 77.52 39.67 722
E. grandis
C 6 de P.
romosoma ce 6.18 -0.298 65.49 31.20 204
guajava
PgGal 554 | -0.476 63.16 38.72 248
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Para PgGlyl el analisis de las propiedades fisicoquimicas (Tabla 10) mostré que
contiene las principales caracteristicas de las enzimas glucosilceramidasas no
lisosomales, pero también algunas diferencias. Los resultados muestran que la
region C-terminal de PgGly1l contiene un 9 % de residuos E y un 2.2 % de residuos
de N, mientras que la misma region de la glucosilceramidasa no lisosomal de E.
grandis obtuvo un 9 % de residuos de E y 2.6 % de residuos de N. Estos resultados
concuerdan con los parametros establecidos por Cobucci-Ponzano et al. (2010),
quien menciona que la mayoria de las glucosilceramidasas no lisosomales en
plantas, contienen un porcentaje de entre 8 a 9 % de residuos de E y un 2.6 % de
residuos de N en su region C-terminal, y esto se considera una principal
caracteristica de las enzimas glucosilceramidasas no lisosomales pertenecientes a
la familia GH116. Otra caracteristica similar con las glucosilceramidasas no
lisosomales que se observdé con PgGlyl, fueron los pl, ya que para nuestra
secuencia se obtuvo un pl tedrico de 5.04, el cual es razonablemente parecido a los
descritos por Escuder-Rodriguez et al. (2018) quien al utilizar diferentes
temperaturas para medir el pl de glucosilceramidasas no lisosomales, demostré que

sus valores van de 5 a 6.

Tabla 10. Parametros fisicoquimicos de PgGlyl y glucosilceramidasas no

lisosomales de plantas climatéricas y no climatéricas.

Especies pl GRAVY EyN%
. . E:
Psidium guajava (PgGly1) 5.04 -0.440 N: 292
. . . E: 9.2
Citrus sinensis 5.06 -0.303 N: 3.9
: . E: 7.7
Cucumis sativus 5.06 -0.322 N 1.3
Eucalyptus grandis 5.08 -0.369 E:9
ypiis g ' ‘ N: 2.6
Musa acuminata 5.07 0.281 E:9
' ' N: 3.8
Prunus persica 5.07 -0.320 EI\:I'7i7
Solanum lycopersicum 5.04 -0.309 El\:|_7'17
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L E:6.4
Vitis vinifera 5.05 -0.370 N 1.3
_ E: 10.3
Carica papaya 5.09 -0.265 N: 2.6
Fragaria vesca 5.08 -0.307 E,\:I_Yf
. E:9
Malus domestica 5.04 -0.282 N: 1

7.5.4 Identificacién de dominios conservados en los genes de interés

La secuencia aminoacidica putativa de PgE17 contiene parte del dominio
conservado Glyco _hydro_9 también presente en la 3-1,4-endoglucanasa 17 de E.
grandis y guayaba y que es caracteristico de la familia GH9 (Figura 18).

307 337
A) m Eucalyptus grandis, BEG

Psidium guajava, PgE17

50 87

B)

BEGEucalyptus 300  GARTLLSKAFINQIVG TIDYKGHADNFICSVIPGASSAQVTPG
PgE17 43 LTFAVAFQSFLVQVQSIHDYKGHADNFICSVIPGASSAQVTPG
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Figura 18. Dominio conservado entre PgE17 y la 3-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis. A)
Dominio conservado Glyco Hydro 9. Los nameros indican la posicién en cada secuencia
aminoacidica. B) Alineamiento del motivo conservado PLN02266 dentro del dominio
Glyco_Hydro 9y PgE17.

En la secuencia aminoacidica putativa de PgGal, se encontr6 el dominio
conservado Glyco Hydro 35 que es exclusivo de las B-galactosidasas y enzimas
pertenecientes a la familia GH35. Este dominio se caracteriza por cambiar la

configuracion tipica de las B-galactosidasa a una forma B-anomérica, la cual difiere
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de la forma por tener libre el residuo Glu461l que interactia con el carbono
anomérico de las D-galactosas (Tanthanuch et al., 2008; Juers et al., 2012),
permitiendo que realicen la funcion de hidrolizar los enlaces entre galactosa y
glucosa (Zinin et al., 2002; Juers et al., 2012). Este dominio se localiza entre los

residuos 29 y 335 de la B-galactosidasa 1 de E. grandis (Figura 19).
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Psidium guajava, PgGa1

BGAEucalyptus 61 AKQGGLDVIQT YVF UNGHEPSPGNYYEODRYDIVEETKIVOOAGEYVHLIRIGEYVCAEWN
PgGal 1, —eemm—mamsasen WNGHEP SPG YYF! DRYDLVF FI KLVQOAGLYVHLRI GPYVCAEWN
........................................
BGAEucalyptus 121 FGGFPVWLKYVPGIAFRTNNKPFEDAMOKFTOKIVNMMKAERLFQSQGGPIILSQIENEE
PgGal 47 FGGFPWLKYVPGIAFRTrNKPF‘IDAMQ FTQKIVNMMKAERLFQ QGGPIILSQIENEF

...........................................................

BGAEucalyptus 181 GPVEWNIGAPGKAYTKWAA MAVGLGTGVPWVMCKQODDAPDPVINTCNGYYCE ‘FKPNSN
PgGal 107 GPVEWEIGAPGRKAYTKWAA MAVGLGTGVPWVMCKQDDAPDPVINTC’NGYYCE FKPNSN

.........................................................

BGAEucalyptus 241 NKPKMWTENWTGWYTEFGGAVE YRPAEDLAFSVARFIQON GSFVNYYMYHGGTNFGRTAG
PgGal 167 NKPKMWTENUTGWYTEFGGAVPiRPAEDlAFSVARFIQN GSE I NYYMYHGGP OLOI YEL
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Figura 19. Dominio conservado entre PgGal y la B-galactosidasa 1 de E. grandis. A)
Dominio conservado Glyco Hydro 35 de la familia GH35 en la B-galactosidasa 1 de E.
grandis y PgGal, los numeros indican la posicion en aminoacidos de su localizacion en

cada secuencia. B) Alineamiento de las regiones conservadas entre ambas proteinas.

En PgGlyl se encontré una regién en las posiciones 1 a 77 de residuos aa,
homologa a la glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis en las posiciones 811
a 888 (Figura 20). Esta region pertenece al sitio catalitico del dominio C-terminal
conocido como Domain of Unknown Function o DUF608, caracteristico de la familia
GH116. El cual le permite hidrolizar residuos de azucares en esfingolipidos (Fred;
et al., 2018). Esta regién es conocida por ser rica en residuos de acido glutdmico
(E) y asparagina (N), que son clave para su accion catalitica (Cobucci-Ponzano et
al., 2010). La similitud de los dominios DUF608 de PgGlyl y la glucosilceramidasa
no lisosomal de E. grandis podria indicar que su funcidon también podria estar
involucrada en el desarrollo del fruto durante la maduracion y no solamente en la

liberacién de residuos de glucosa y ceramida en animales, hongos, plantas y
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bacterias (Boot et al., 2007; Breslow y Weissman, 2018; Chen et al., 2009; Markham
et al., 2013; Martin et al., 2013; Yildiz et al., 2013).

_'_/_(”“

81 888

A Eucalyptus grandss

RS, DUF608

Psidium guajava

Figura 20. Dominios conservados entre PgGly1l y la glucosilceramidasa no lisosomal de E.
grandis. A) Dominio conservado DUF608 de la familia GH116 en la glucosilceramidasa no
lisosomal de E. grandis y PgGlyl, los nimeros indican la posicion en aminoécidos de su
localizacién en cada secuencia. B) Alineamiento de las regiones conservadas entre ambas

proteinas.

7.6 Analisis filogenético de los genes de interés

El andlisis filogenético de PgE17 mostro la formacion de tres clades principales: el
A en donde solamente se encuentran miembros de la familia Myrtaceae, el B con
las familias Rutaceae y Malvaceae y el C que contiene a las familias Fabaceae y
Arecaceae (Figura 21). PgE17 se encuentra dentro del clade A, ya que la guayaba
pertenece a la familia Myrtaceae. La division de multiples familias en los 3 clades
demuestra que existen diferencias significativas entre las secuencias de (-1,4-
endoglucanasa 17 provenientes de diferentes plantas. La razén detras de estas
diferencias fue descrita previamente por Jara y Castro (2019), quienes establecen

gue son debidas a la divergencia evolutiva.
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Psidium guajava (PgE17)

80

Eucalyptus grandis

100 A

Rhodamnia argentea
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98 Syzygium oleosum
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100
Durie zibethinus
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Abrus precatorius
100
Cajanus cajan —
Elaeis guineensis o]
100 g Cc
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Figura 21. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteina putativa PgE17 y otras p-1,4-
endoglucanasa 17 de plantas. Se muestran 3 nodos de familias diferentes con un bootstrap
de 100. A) Familia Myrtaceae donde se incluye PgE17. B) Familias Rutaceae y Malvaceae.

C) Familias Fabaceae y Arecaceae.

En el analisis filogenético de PgGal, se observa la formacién de dos clades: el A
perteneciente a la familia Myrtaceae y el B con miembros de la familia Malvaceae y
Fabaceae (Figura 22). La proteina putativa PgGal se encuentra dentro del clade A
ya que la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae. La baja diversificacion de nodos
indica que las secuencias aminoacidicas de [(-galactosidasa 1 estan altamente
conservadas dentro y entre especies. Una filogenia con un nimero similar de nodos
ya habia sido descrita por Smith y Gross (2000) y Tanthanuch et al. (2008)
anteriormente, quienes mencionan que los genes de B-galactosidasa 1 en plantas,
han sufrido un minimo de cambios evolutivos desde su divergencia de plantas y
animales.

Psidium guajava (PgGa1)

98

Eucalyptus grandis

Rhodamnia argentea
96

Syzygium oleosum

Durio zibethinus
100

‘———————— Herrania umbratica
87 B

Abrus precatorius

98

Lupinus angustifolius
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Figura 22. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteina putativa PgGal y otras B-
galactosidasas 1 de plantas. Se observan 2 nodos con un bootstrap de 100: A) familia
Myrtaceae, B) familias Malvaceae y Fabaceae

El analisis filogenético de la proteina putativa PgGlyl (Figura 23), muestra dos
clades, el A donde se encuentran integrantes de la familia Myrtaceae y el B que
contiene multiples miembros de las familias: Malvaceae, Rhamnaceae, Nyssaceae,
Moraceae, Bombacaceae y Sterculiaceae. PgGlyl se encuentra en el clade A,
debido a que la guayaba pertenece a la familia Myrtaceae. Resultados similares
fueron encontrados por Cobucci-Ponzano et al. (2010), quienes mostraron en sus
filogenias la formacion de grupos exclusivos para miembros de la familia Myrtaceae,
lo que soporta la idea de que la secuencia aminoacidica de las glucosilceramidasas

no lisosomales esta altamente conservada entre los miembros de esta familia.

Psidium guajava
Rhrodamnia argentea B
{ Syzygium oleosum
Euvcalyptus grandis
{ Ziziphus jujuba
Morus notabilis
Nyssa sinensis
————————— Durio zibethinus H

_: Herrania umbratica

Figura 23. Dendrograma de distancia evolutiva de la proteina putativa PgGlyl y otras

-

y L

Theobroma cacao

glucosilceramidasas no lisosomales de plantas. Se observan 2 nodos con un bootstrap de
100: A) familia Myrtaceae, B) familias Malvaceae, Rhamnaceae, Nyssaceae, Moraceae,

Bombacaceae y Sterculiaceae.

7.7 Analisis de co-expresion in sillico de los genes de interés

Las secuencias aminoacidicas putativas de los genes de interés fueron usadas
como plantillas para la blusqueda de genes similares de plantas en la plataforma

STRING, tomando como modelo en los 3 casos los genes de E. grandis

correspondientes a cada fragmento para el analisis.

64



El andlisis in sillico de PGE17 mostr6 que se co-expresa directamente con proteinas
que modifican la pared celular y proteinas relacionas con rutas metabdlicas de
sintesis de compuestos arométicos (Figura 24). Estas proteinas se relacionan con
la maduracion de la siguiente manera: las expansinas que hidrolizan los puentes de
hidrogeno de celulosa y hemicelulosa, causan la expansion de la pared celular
(Fukuda, 2014). Sobre las expansinas Reyes et al. (2013) al medir la expresion de
dos de ellas (PgEXP1 y PgEXP2) en diversos estadios de maduracion del fruto de
guayaba, demostré que sus mayores niveles de expresion se encontraban durante
los estadios rayado y maduro respectivamente, concluyendo con la importancia de
estas enzimas para el desarrollo y maduracion del fruto. También se co-expresa con
la B-endo-1,4-manosidasa que hidroliza los enlaces 3-1,4 internos de las cadenas
de manosa de la pared celular, produciendo el ablandamiento caracteristico durante
la maduracion (Wang et al., 2015). Por otra parte, la pectinaesterasa 38 desramifica
las cadenas de homogalacturanos de la pared celular, liberando residuos de
celulosa y hemicelulosa, incrementando el ablandamiento del fruto (Cosgrove,
2016). También se co-expresa con la péptido deformilasa que hidroliza los grupos
N-formil de las secuencias inmaduras de proteinas cloroplasmaticas en plantas
(Hou et al., 2007); un malfuncionamiento de esta enzima causa la acumulacion de
proteinas mal plegadas y clorosis, lo que resulta en un mal desarrollo y
malformacion de tejidos, incluido el fruto (Hou et al., 2004). La co-expresién con la
de-fosfo-CoA-cinasa es removiendo los grupos fosfato de los grupos de CoA
fosforilados para la biosintesis de la coenzima A, que es esencial para el intercambio
gaseoso de las plantas durante la maduracion del fruto (Shimosaka y Makarova,
2019). Por ultimo, la co-expresion con el factor de transcripcion MYB51-like se
relaciona al proceso de maduracion debido a que actia como un transportador de
calosa a la pared celular (Bondada et al., 2014). Incremento de las concentraciones
de calosa en la pared celular y floema, ha sido observado durante la maduracion de
la uva (V. vinifera) (Bondada et al., 2017). Con respecto a la co-expresion de PgE17
con enzimas que producen compuestos aromaticos, ha sido observado que la
hidroxi-isobutiril-CoA hidrolasa toma parte en su sintesis durante la maduracion del

fruto del durazno (Prunus persica cv. Hjingmilu) (Zhou et al., 2018); asi como en la
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biosintesis de acidos grasos (Liang et al., 2014)., que también han sido relacionados
con la maduracion del fruto de oliva (Olea europea cv. Picual) (Corbacho et al.,
2018; Parra-Lobato et al., 2017). El factor ODORANT1 junto al factor de
transcripcion EOBII regula la produccién de compuestos aromaticos en flores y
algunos frutos durante la maduracién como el tomate (S. lycopersicum), fresa (F.

vesca) y arandano (Vaccinium corymbosum) (Colquhoun et al., 2013).

3-Hydroxy-isobutyryl-CoA hydrolase

XP_010035927 1 XP_010063218.1
ODORANT 1
¥P_010029153.7

Peptide-deformylase

E. grandis, BEG
%P, 010069895.1

>

-
XP_010037835

XP_010028187
XP_010043507.1
-

Figura 24. Analisis de co-expresion de la 3-1,4-endoglucanasa 17 de E. grandis similar a
PgE17. Circulo azul, expansinas A10 (XP_010032826.1); A1(XP_010044491.1) y Al5
(XP_010030057.1). Circulo verde, hidroxi isobutiril-CoA hidrolasa 3 (XP_010035927.1).
Circulo amarillo, pectinaesterasa 38 (XP_10055495.1). Circulo purpura, factor ODORANT
1 (XP_10063219.1), circulo naranja, péptido deformilasa (XP_100291531). Circulo dorado,
factor de transcripcion MYB51-like (XP_10037835.1), circulo negro, defosfo-CoA-cinasa
(XP_10038187.1). Circulo azul marino, B-endo-1,4-manosidasa 6 (XP_10043507.1). Lineas

XP_010032826 1 MYBS51-like transcription factor

XPE0100300!

Expansins A10, A1 and A15 Pectinaesterase 38

Dephospho-CoA-kynase

‘ HP_010055495.1
B-endo-1,4-mannosidase 6

amarillas representan la relaciébn text mining; lineas puarpuras, relacion determinada

experimentalmente y lineas negras representan una co-expresion directa entre proteinas.

El andlisis de co-expresion de PgGal (Figura 25), muestra una asociacion con
enzimas relacionadas a la elongacion de la pared celular durante la maduracién y
con otras que estan relacionadas indirectamente con este proceso. Dentro de las
gue estan relacionadas a la modificacion de la pared celular, se tiene la co-expresion
con las enzimas XET/H que inducen la hidrélisis o la adicibn de cadenas de

xiloglucanos a la pared celular, dandole extensibilidad a la célula, este proceso es
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necesario para la maduracién del fruto (Miedes et al., 2011). Por el lado de las que
estan relacionadas indirectamente con la maduracion, PgGal se co-expresa con las
proteinas DOMON domain b561, que catalizan el transporte transmembranal de
electrones y la regeneracion de ascorbato (Ifigenia, 2012). Esto podria relacionarse
con el alto contenido de vitamina C que contiene el fruto de guayaba (Padilla et al.,
2014). Otra co-expresion se da con los factores de transcripcion WRKY y RAP2 han
sido observados trabajando en conjunto en procesos de sefializacion celular y
respuesta a estrés biodtico y abibtico en el fruto de guayaba (Chen et al., 2017;
Phukan et al., 2016). Por ultimo, la co-expresion con la ligasa de ARNt mitocondrial,
especificamente la que transporta metionina, se ha observado que se expresa en
altos niveles durante la maduracion del fruto de palma (Phoenix dactylifera) y del
tomate (Marondedze et al., 2014). La metionina es el principal precursor del etileno

y un componente principal en la maduracion de frutos climatéricos (Liu et al., 2015).

Cytochrome b561 and DOMON domain-containing protein

WRKY 33
Transcription
factor

E. grandis, BGA L
Mitochondrial tRNA ligase

Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase

Figura 25. Andlisis de co-expresién de la B-galactosidasa 1 de E. grandis similar a PgGal.
Circulo azul, proteinas DOMON domain b561 (XP_10046008.1), b561.2 (XP_10035450.1),
b561.3 (XP_10067885.1), b561.4 (XP_10067874.1) y b561.5 (XP_10057835.1). Circulo
purpura, proteina no caracterizada (XP_10067897.1). Circulo negro, factor de transcripcion
WRKY 33 (XP_10037657.1). Circulo dorado, ligasa de ARNt mitocondrial
(XP_10030992.1). Circulo verde, XET/H1 (XP_10053644.1) y XET/H2 (XP_10055251.1).
Lineas amarillas representan relaciones basadas en text mining, lineas purpuras, relaciones
determinadas experimentalmente y lineas negras, muestran una co-expresion directa entre

proteinas.
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Los analisis de co-expresion de la proteina putativa PgGlyl (Figura 26) muestran
que actda en conjunto principalmente con proteinas ceramidas-like neutrales, que
hidrolizan los enlaces N-acil entre ceramidas, regulando el balance entre residuos
libres de ceramidas y esfingosinas necesarias para las respuestas de estreses
bidticos y abidticos (Tani et al., 2003). También se co-expresiona con esfingolipido
desaturasas y esfingolipido cinasas, que ayudan a la sintesis de compuestos
volatiles mediante el ciclo de los alcoholes grasos (Figura 27) (Fredj et al., 2018;
Rizzo, 2015). Por ultimo, la co-expresion con las B-galactosidasas, modifican las
cadenas de pectina de la pared celular (Huijuan et al., 2018). Estos perfiles de co-
expresion podrian indicar una estrecha relacion entre la funcionalidad de PgGlyl
con la regulacion de ceramidas, esfingosinas y glucosa en la célula y la modificacién

de la pared celular.

Esfingolipido-cinasa1 Ceramidasas-like neutral

AP_0100349901

XP_010037748.1

XP_01006114%

R
XP_010057307
[N

2

XP_010034809.1

— Esfingolipido-desaturasa

E. grandis, Glucosilceramidasa
no lisosomal

B-galactosidasas

Figura 26. Analisis de co-expresion de la glucosilceramidasa no lisosomal de E. grandis
similar a PgGly1. Circulo azul marino, B-galactosidasas (XP_10034809.1, XP_10032293.1).
Circulo purpura, esfingolipido-cinasa 1 (XP_10031353.1). Circulo verde, ceramidasa-like
neutral (XP_10034990.1, XP_10037748.1, XP_10061143.1, XP_10033046.1). Circulo rojo,
esfingolipido desaturasa, (XP_10057307.1). Lineas amarillas representan relaciones
basadas en text mining, lineas azules, relaciones bioinformaticas, lineas parpuras,
relaciones determinadas experimentalmente y lineas negras, muestran una co-expresion

directa entre proteinas.
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Figura 27. Ciclo de los alcoholes grasos. Las enzimas de cada reaccion estan marcadas
con un numero: 1, acil-CoA sintetasa,; 2, acil-CoA grasa reductasa (FAR); 3a, alcohol graso
deshidrogenasa (FADH); 3b, aldehido graso deshidrogenasa (FALDH); 4, cera sintasa; 5,

alquilo-DHAP-sintetasa; 6, alquilo glicerol monooxigenasa; 7, lisoplasmogenasa.

7.8 Andlisis de expresion qRT-PCR de genes de interés

El andlisis de gRT-PCR de PgE17 (Figura 28 verde) muestra una expresion del gen
en todos los tejidos siendo el mayor en estadio rayado. Los altos niveles de
expresion en este estadio son debido a que es durante esta etapa donde el ritmo de
crecimiento y desarrollo del fruto es mayor, y es necesaria la ruptura de grandes
cantidades de enlaces B-1,4 de hemicelulosa, en donde las enzimas [-1,4-
endoglucanasas se involucran (Levy et al., 2002). Resultados similares fueron
descritos por Jara et al. (2019), quienes encontraron altos niveles de expresion de
B-1,4-endoglucanasas en fresa y tomate en el estadio rayado. Por otra parte, la
expresion de PgE17 en los estadios maduro y sobre maduro fueron entre 15y 20
veces menores. Esta baja expresion se debe a la acumulacion de B-1,4-
endoglucanasa durante los estadios anteriores, lo que provoca el agotamiento su
propio sustrato (hemicelulosa con enlaces B-1,4) (Levy et al., 2002; Mercado et al.,

2010). Estos resultados fueron similares a los encontrados por Mercado et al. (2010)
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y Jara et al. (2019), quienes al medir los niveles de expresion y actividad enzimatica
de la B-1,4-endoglucanasa en los frutos de tomate y fresa durante los estadios de
rayado, maduro y sobre maduro, observaron que los mayores niveles de expresion
y actividad de B-1,4-endoglucanasa eran en estadio rayado y por el contrario los
menores en el periodo maduro. La expresion en raiz fue cerca de 45 veces menos
que en el estadio rayado, lo que concuerda con Buchanan et al. (2012), quien
demostré en sorgo (Sorghum bicolor), maiz (Zea mays), arroz, (Oryza sativa) y
algunas especies de pasto (Brachypodium sp.), que los niveles de expresion de B-
1,4-endoglucanasa en este tejido, depende de la especie y del tipo de raiz, ademas
de que la raiz no necesita de grandes modificaciones a la pared celular. La
expresion de PgE17 en tallo y hojas fue aproximadamente entre 40 y 45 veces mas
alta que en fruto verde (tejido de referencia). Estos resultados podrian deberse al
constante y acelerado ritmo de crecimiento y desarrollo del tallo y hoja, ya que las
enzimas (-1,4-endoglucanasa participan en el rearreglo de estas estructuras (Levy
et al., 2002; Mercado et al., 2010; Jara et al., 2019).

Los resultados del analisis qRT-PCR para PgGal (Figura 28 azul) muestran
expresion del gen en todos los tejidos, con los mayores niveles de expresion en los
estadios rayado y maduro, con valores 55 y 45 veces mas que en el estadio verde.
Esto debido al ablandamiento caracteristico en estos periodos de maduracion, el
cual requiere de la desramificacibn de cadenas de pectinas que dan soporte y
firmeza a la pared celular (Cosgrove, 2016). Feng et al. (2021), menciona y clasifica
a las B-galactosidasas como una enzima clave para la degradacion de la pared
celular y argumentan que un gran namero de los genes de la familia de las B-
galactosidasas incrementan sus niveles de expresion durante los estadios de
rayado y maduro. Por otro lado, se ha observado que la actividad enzimatica de las
B-galactosidasas durante estos estadios genera una liberacibn constante de
residuos de hemicelulosa (Frankova y Fry, 2013; Salazar y Gamboa, 2013) lo que
se relaciona con la alta expresion de PgE17 observada en el estadio rayado. Esta
teoria es confirmada por Zainon et al. (1995), quienes midieron la actividad de las
B-galactosidasas y las p-1,4-endoglucanasas en el fruto del mango, asi como la

cantidad de sustrato disponible para ambas enzimas (Mangifera indica cv.
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Harumanis), comprobando que en los estadios rayado y maduro el decremento de
cadenas de pectinas era causado por enzimas [3-galactosidasas, lo que resultaba
en la liberaciébn de cadenas de hemicelulosa, que a su vez eran hidrolizadas
mediante la actividad de las B-1,4-endoglucanasas. Por otra parte, la expresion en
estadio sobremaduro fue 50 veces menor que la de maduro. Esto es probablemente
por la falta de sustrato de la enzima durante este estadio (Salazar y Gamboa, 2013),
quedando como la mas baja de los estadios de maduracién y la segunda mas baja
de todas las muestras, solamente 2 o0 3 veces mas arriba que la observada en raiz.
La falta de cadenas de pectina durante el ultimo estadio de maduracion se debe a
la accidbn de otras enzimas como las pectinaesterasas (Cosgrove, 2016) y
poligalacturonasas (Salazar y Gamboa, 2013), que actian en respuesta a la
liberacion masiva de residuos de pectina causada por las ($-1,4-endoglucanasas.
Estos resultados en conjunto indican que la elevada expresion de las B-1,4-
endoglucanasas juegan un rol importante en la degradacion de la pared celular,
proceso que se ha establecido como un contribuyente esencial en el ablandamiento
del fruto durante la maduracion (Feng et al., 2021). Los niveles de expresion en hoja
y tallo fueron entre 20 y 30 veces mas bajos que en fruto, pero mas altos que en
raiz, tejido en el cual la expresion fue nula. Estos resultados sugieren que la pared
celular de estos tejidos no necesita modificaciones importantes. Hallazgos similares
fueron reportados en manzana (M. domestica) (Yang et al., 2018).

En el analisis de expresién qRT-PCR de PgGlyl (Figura 28 amarillo) se observo
expresion en todos los tejidos, siendo la hoja el 6rgano con los niveles mas altos.
Esto debido a que las glucosilceramidas son de los esfingolipidos mas abundantes
en las membranas de las células en las hojas y tallo debido al constante y acelerado
ritmo de crecimiento de estos tejidos (Chen et al., 2008). Resultados que muestran
niveles de expresién similares de glucosilceramidasa fueron encontrados por Chen
et al. (2006), en hojas de A. thaliana. Ademas, Peer et al. (2010) menciona que en
las hojas y tallo de A. thaliana existe una gran cantidad de residuos de esfingolipidos
y esfingosina, ya que estos funcionan como un mecanismo de defensa en contra de

ataques bacterianos.
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La expresion de PgGlyl durante los estadios de maduracion del fruto fue mayor en
rayado y sobre maduro. Estos resultados son similares a los reportados por
Corbacho et al. (2018) y Parra-Lobato et al. (2017), quienes reportaron que la
actividad de enzimas modificadoras de esfingolipidos (glucosilceramidasa no
lisosomal incluida) se incrementa durante dichos estadios en el fruto del olivo. Esto,
para incrementar la produccion de cadenas base largas de lipidos (LBC), que seran
posteriormente usadas para la sintesis de esfingolipidos para nuevas membranas
celulares. Por otra parte, Corbacho et al. (2018), demostro, que durante el estadio
sobre maduro del fruto de oliva es cuando la concentracion de esfingolipidos es
mayor y por tanto la actividad de enzimas glucosilceramidasas no lisosomales
también. Esta acumulacion de esfingolipidos causa en frutos climatéricos un
incremento en las cantidades de cadenas largas de lipidos polares (LCPL), que
generan compuestos volatiles, modificando el olor y sabor de los frutos durante el
proceso de maduracion, sobre todo en los ultimos estadios (Klee, 2010; Zhu et al.,
2018). La sintesis de estos compuestos volatiles es producida por el incremento de
residuos libres de ceramida (debido a la actividad de glucosilceramidasas no
lisosomales), cuya degradacion produce esfingosina-1l-fosfato (S1P).
Posteriormente, esta molécula es transformada a hexadecenal; un modificador del
olor y sabor en frutas (Rizzo, 2015). La baja expresién de PgGly1 durante el estadio
maduro es posiblemente debida a la necesidad de biosintesis de esfingolipidos
necesarios para la formacién de membranas vacuolares y externas de las nuevas
células (Chen et al., 2009; Corbacho et al., 2018). Estos resultados podrian indicar
que se requieren niveles bajos de esfingolipidos durante el proceso de maduracion
y por lo tanto la actividad de las glucosilceramidasas no lisosomales es clave para
gue esto suceda. Esto se refuerza con los resultados de Chen et al. (2008), quien
mostré en mutantes de A. thaliana (sbhl y sbh2), deficientes en cadenas largas de
lipidos trihidroxiladas (debido a la inhibicién de actividad de glucosilceramidasas no
lisosomales), mostraron problemas relacionados a la elongacion celular, asi como
déficits en el crecimiento y desarrollo de tejidos.

La constante expresion de PgGlyl en todas las muestras de tejidos, incluidos los

estadios de maduracion, sugiere que la degradacion de esfingolipidos juega un rol
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importante en el proceso de desarrollo de la planta y del fruto. Asi como en la
biosintesis e incremento de compuestos volatiles, que modifican y aumentan los
olores y sabores caracteristicos de la fruta madura.
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Figura 28. Analisis de expresion gRT-PCR de PgELl7 (verde), PgGal (azul) y PgGlyl
(amarillo). Los niveles de expresion fueron medidos en los tejidos de raiz, hoja y tallo.
Ademas de 4 estadios de maduracién (verde, rayado, maduro y sobre maduro). El estadio

verde fue usado como referencia para la expresion relativa.

7.9 Modelado 3D de PgGlyl

Con la secuencia putativa de 179 residuos de aminoacidos de PgGly1, se realizé un
modelado hipotético y se comparo con el modelo de la GB2TX (5BVU) perteneciente
a una glucosilceramidasa no lisosomal de Thermoanaerobacterium xylolyticum
(Unico modelo disponible de una glucosilceramidasa no lisosomal actualmente)
obteniendo un 42.5 % de similitud (Figura 29). El modelo hipotético de PgGlyl esta
conformado de 3 estructuras alfa-hélice, unidas por dos estructuras de hoja beta-
plegada (Figura 27A). En la parte del C-terminal, presenta una configuracién de
hojas B en forma de sandwich con a-hélices alrededor caracteristica de las
glucosilceramidasas no lisosomales (Charoenwattanasatien et al., 2016) (Figura
29B). La parte desde el residuo de acido glutamico 727 a la valina terminal 801,
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pasando el sitio de unién a Ca?*y el sitio catalitico &cido/base en el residuo de acido
aspartico D593 caracteristicos también de las glucosilceramidasas no lisosomales,
es homologa a GB2TX (Fred;j et al., 2018) (Figura 29C).

Figura 29. Modelado 3D hipotético de PgGlyl. A) Modelado 3D de la secuencia proteica
putativa de PgGlyl. B) Modelado 3D de la proteina GB2TX perteneciente a
Thermoanaerobacterium xylolyticum (5BVU), la region en rojo corresponde al dominio
catalitico C-Terminal (DUF608) y en azul el dominio N-terminal. C) Empalme de PgGlyl
(verde), con GB2TX (azul y rojo).

7.10 Construccion de librerias de miRNAs

7.10.1 Cuantificacion de ARN para librerias

Se realizaron dos mezclas independientes de las muestras de ARN total, una para
el estadio rayado y otra para el maduro y a partir de ellas se formaron 3 réplicas
para cada estadio de aproximadamente 12 mg/uL de concentracion final cada una
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(Tabla 11), posteriormente se cargaron en un gel de poliacrilamida desnaturalizante

para separar los distintos tipos de ARN y se realizé una electroforesis.

Tabla 11. Concentraciones de las muestras de ARN total de las cuales se

aislaron los miRNA.

Muestra Rayadas R1, R2 y R3 Muestra Maduras M1, M2 y M3
3.27 mg 5.26 mg
R1 3.88 mg 2.21 mg
3.68 mg 12.7 mg M1 3.21mg | 11.75mg
1.84 mg 3.28 mg
2.62 mg 6.44 mg
3.39 mg M2 4.17 mg | 13.1 mg
R2 2.92 mg 13.04 mg 2.49 mg
2.24 mg 7.83 mg
5.07 mg 6.36 mg
1.87 mg M3 4.68 mg | 12.51 mg
2.32mg
R3 2.3 mg 11.7 mg
4.13 mg

7.10.2 Aislamiento de miRNAs

Al terminar la electroforesis, se cortd el gel con ayuda del fotodocumentador,

utilizando dos oligonucleoétidos de 20 y 27 pb como marcador de peso molecular

(Figura 30). Los miRNA no son visibles en el gel debido a su diminuto tamafio y baja

concentracion.
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Figura 30. Aislamiento de miRNA a partir de gel de poliacrilamida. A) Gel de poliacrilamida
al 15 % desnaturalizante con las muestras de ARN total (12 mg/uL), los primeros 6 pozos
corresponden al fruto rayado, mientras que los ultimos 3 al fruto maduro. B) Las lineas rojas

muestran el corte en el gel.

7.10.3 Electroforesis y asilamiento del producto de RT-PCR de las librerias

Para verificar la correcta amplificacion de los productos de RT-PCR obtenidos, se
llevé a cabo una electroforesis, en donde se realizé un corte en el gel para aislar las
construcciones de miRNAs, tomando en cuenta que la longitud exacta de una
libreria es de entre 160 y 165 pb (Figura 31).
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Figura 31. Electroforesis de RT-PCR de librerias de miRNA. A) Gel sin cortar, la flecha roja:
banda de 160 nt correspondiente a una libreria de miRNA correcta. B) Linea roja: corte para
el aislamiento de las librerias, linea azul: producto vacio de adaptadores sin miRNA, linea
verde: producto vacio de adaptador 3’ y oligonucleétido BRIDGE sin miRNA, linea morada:

dimeros de primers.
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7.10.4 Digestion de las librerias con EcoR1

Se realiz6 una digestion de las librerias obtenidas con la enzima EcoR1 (Figura 32),
con la finalidad de separar los adaptadores lllumina 5’ y 3’ (30 pb en conjunto),
obtener un producto de 130 -135 pb y comprobar que exista una secuencia de

miRNA insertada en la construccion.

160 ptx\:‘

Figura 32. Digestion de las librerias de miRNA. La flecha roja indica el producto digerido de
la construccién, (sin adaptadores) con un peso aproximado de 130 pb. La linea verde
muestra las construcciones completas sin digerir como controles, con un peso aproximado

de 160 pb. La diferencia con el producto digerido es de los 30 pares de base esperados.

7.10.5 Identificacion, distribucion y tamafio de miRNAs encontrados en guayaba

La secuenciacion de las librerias arrojé un total de 16,729,248 secuencias, a las
cuales se les removio el adaptador y fueron filtradas para obtener aquellas de entre
18y 22 pb, disminuyendo su nimero a 244,277. Estas secuencias fueron mapeadas
contra el genoma de guayaba y la base de datos de la pagina web miRBase (ver.
22) lo que revel6 similitud con 3909 secuencias, de las cuales solamente se tomaron
en cuenta los miRNA maduros, resultando en 77 secuencias. Posteriormente se
identificaron 29 familias de miRNAs (Figura 33) de las cuales la MIR166 fue la que
expreso un mayor numero de miembros con 14 en rayado y 9 en maduro. Esta
familia consta de 26 miembros y se le atribuyen funciones relacionadas al desarrollo

de los meristemos apicales en tallo (SAM) (Li X et al., 2017). Su expresion es la
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respuesta principal a estreses salinos y ajustes de crecimiento (Kitazumi et al.,
2015). La familia MIR482 fue la segunda con mas

miembros expresados, con 8 en maduro y 7 en rayado, seguida de la MIR 395 con
7 en maduro y 6 en rayado.
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Figura 33. Distribucién de los miRNAs de guayaba. A) Miembros de familias de miRNA
expresados en estadio rayado (amarillo) y estadio verde (verde). B) Diagrama de venn, de
la distribucion de las familias de miRNAs encontrados en estadio rayado (RPg) y maduro
(MPg).

El tamafio de los miRNAs encontrados varia entre 18 y 25 nt, siendo el de 21 nt (84
secuencias) el mas abundante, seguido de 22 nt (24 secuencias), 20 nt (12
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secuencias), del resto se encontro una secuencia de 25 nt, una de 23 nt, una de 19
nt y una de 18 nt (Figura 34), estos tamafios son validados por la mayoria de los
trabajos relacionados a miRNAs en plantas (Zhang et al., 2009; Ferdous et al., 2015;

Carthew et al., 2009; Axtell y Bartel, 2005).
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Figura 34. Distribucion de los tamafios de miRNAs encontrados en guayaba.
7.10.6 Andlisis filogenético de los miRNAs de guayaba

El analisis filogenético (Figura 35), revel6 que los miRNAs se encuentran altamente

conservados en el género de las Magnoliopsidas. Ademas que la familia MIR166 es
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la mas conservada entre especies, con 14 diferentes plantas, como A. thaliana,
Nicotiana tabacum y O. sativa, entre otras (Ding et al., 2018; Jung y Park, 2007; Li
F et al., 2015). Las familias MIR168 y MIR482 son las siguientes mas conservadas
con 7 y 6 organismos en comun, respectivamente. También se encontré que la
familia Brassicaceae obtuvo el mayor nimero de miRNAs conservados con un total
de 20 familias (69 %) donde A. thaliana fue el miembro que mas conservacion
presentd. Ademas, 12 familias de miRNA (41.4 %) estan conservadas en las
Myrtaceae. En las Poaceae se encontraron 16 familias conservadas (55 %). Por
altimo, las Rutaceae y las Asparagaceae (orden Malpighiales) se encontraron 8 y 9
familias (31 y 32 %) respectivamente. Curiosamente, solamente 8 familias de
mMiRNASs (20.7 %), (MIR165, MIR166, MIR393, MIR482, MIR8175 y MIR5139), estan
conservadas en plantas que producen frutos de tipo climatérico (M. domestica,
Cucumis melo y S. lycopersicum), estas familias también han sido encontradas en
estudios previos de mMiRNAs expresados en frutos climatéricos durante su
maduracion (Ma et al., 2020; Bai et al., 2020; Kitazumi et al., 2015).

Figura 35. Relacion filogenética de los miRNA encontrados en guayaba con otras plantas.
En el panel izquierdo se muestra un dendrograma de 20 especies de plantas de 11
diferentes familias que contienen miRNAs encontrados en guayaba. En el panel derecho se

muestra un cuadro de los miRNAs encontrados en cada planta marcados en verde y con

un namero 1. En la parte de arriba se muestra la familia de miRNA.

7.10.7 Identificacion de miRNAs expresados en estadio maduro y rayado

En fruto maduro se encontraron 27 de las 29 familias (Figura 36), entre las que
destacan: MIR160, 169, 319, 528, 530, 535, 777, 1511, 2120, 2865 y 5139 por
haberse expresado Unicamente durante este estadio. La familia MIR 160 regulariza
la expresion de factores de respuesta a auxinas (ARFs) los cuales son esenciales
para el desarrollo y crecimiento de frutos climatéricos (Yang et al., 2019), esto ha
sido confirmado por Hendelman et al. (2012) quienes al inhibir la expresiéon del
mMiRNA 160 en tomate, provocaron la acumulacion del ARF10 (enzima producida
mayormente en el pericarpio del fruto durante el estadio maduro) causando la

malformacion de frutos y mal desarrollo de hojas y raices. Ademas, existe evidencia
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de que los ARFs regulan de manera directa la expresion de los factores de
respuesta a etileno (Trainotti et al., 2007), afectando de manera directa al proceso
de maduracion. El miRNA 169 se expresa en presencia de altas concentraciones
de sal y tiene como objetivo a los factores de transcripcion NF-Y (Zhao et al., 2009).
En estudios recientes se ha demostrado que la inhibicion de factores de
transcripcion NF-YA y NF-YB aumenta el tiempo de maduracién y genera déficit en
la coloracién del fruto del tomate durante el estadio maduro (Li S et al., 2016). La
familia MIR319 regula a los miembros de la familia de factores de transcripcion
EOSINTEBRANCHED1/CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACT (TCP), los
cuales juegan un importante rol en el desarrollo y crecimiento de las plantas (Fang
et al., 2020). En especifico el factor TCP9 ha demostrado tener relacién con la
firmeza del fruto, produccion de antocianinas y acido abscisico (ABA), en etapas
tempranas de la maduracion en fresa, en donde también se observo la regulacion
de manera natural de este gen durante el estadio maduro por el miRNA319 (Xie et
al., 2019). El miRNA 528 regula los genes de polifenol oxidasa (PPO), los cuales se
han observado inhiben especies reactivas de oxigeno (ROS) que producen
oscurecimiento en la cascara de frutos como la banana (Musa acuminata) (Ma et
al., 2020), se sabe que la guayaba es rica en polifenoles (Camarena-Tello et al.,
2018; Padilla et al., 2014). Existe evidencia de que la familia MIR 530 es altamente
expresada durante el estadio maduro de frutos como el platano y el melén (C. melo)
(Bi et al., 2015; Bai et al., 2020). Expresion del miRNA 535 ha sido encontrada en
el mesocarpio de la pifia (Ananas comosus) durante el estadio maduro (Yusuf y
Kumar, 2011; Yusuf et al., 2015) y su funcién ha sido relacionada con la produccion
de &cido ascorbico en nopal (Opuntia robusta) (Cedillo-Jiménez et al., 2020),
metabolito encontrado en altas cantidades en el fruto de la guayaba (Padilla et al.,
2014). Ademas de regular la expresion de la serina/treonina cinasa HT1, enzima
descrita como un inhibidor para la sintesis de etileno en manzana, (Wu et al., 2016;
Onik et al., 2018). Antecedentes del miRNA 777 solo han sido encontrados en A.
thaliana (Rajagopalan et al., 2006), ni el gen objetivo o su funcidn han sido descritos,
los resultados en este estudio indican que podria tener una relacién directa con el

proceso de maduracion. Bajos niveles de expresion del miRNA 1511 se han
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encontrado en frutos de palma y banana durante el estadio maduro (Bi et al., 2015;
Xin et al., 2015), sin embargo, poco se sabe de su accion. Xu et al. (2018) al inducir
factores de oscurecimiento en el fruto de lufa (Luffa cylindrica), encontraron que el
mMiRNA 1511 se expresaba levemente, sin embargo, fue catalogado como una
familia no conservada en ese fruto. La familia MIR 2120 habia sido descrita en O.
sativa como elicitor fungico (Baldrich et al., 2015). Sin embargo, otros estudios
(Huang et al., 2009) muestran su expresion en respuesta a la acumulacion de
cadmio (Cd?*) y zinc (Zn?*) en plantas. De ser cierto esto es probable que su gen
objetivo pertenezca a la familia de proteinas inducidas por ABA, maduracion y estrés
(ASRs), pues se ha observado que la exposicion al cadmio y zinc induce la
produccién de estas enzimas que a su vez son reguladas por miRNA (Zhang et al.,
2019). Anteriormente se ha descrito que estos residuos metalicos disminuyen la
produccion de hoja y fruto en plantas de tomate (Hédiji et al., 2015). MIR 2865 es
una nueva familia de miRNAs descubierta en arroz y clasificada como elemento
regulador en el aborto de gametofitos femeninos (Yang et al., 2017). Su precursor
se encuentra en el cromosoma 8 del genoma del arroz y forma el complejo efector
con la proteina AGO1 (Wu et al., 2009). Por ultimo, la familia MIR 5139 Unicamente
ha sido mencionada por Harkess et al. (2017) en el genoma del esparrago
(Asparagus officinalis), su funcion o gen objetivo no han sido descritos.

En fruto rayado se encontraron 17 familias (Figura 34), de las cuales MIR171 y
MIR3434 fueron exclusivas para este estadio. La familia MIR171 ha sido encontrada
anteriormente durante los estadios tempranos de maduracion de la fresa y baya de
goji (Lycium barbarum), (Zeng et al., 2015) y se expresa en presencia de grandes
concentraciones de CO2 (Wang et al., 2020). El miRNA171 tiene como objetivo a
los factores de transcripcibn GRAS (GIBBERELLIN-INSENSITIVE (GAl),
REPRESSOR OF GA1l-3 (RGA)AND SCARECROW (SCR)) las cuales tienen
multiples funciones en el desarrollo de raiz, tallo y sefalizacion o represion del acido
giberélico (Hirsch y Oldroyd, 2009). Sin embargo, recientemente también se han
descrito como factores de regulacion de la maduracion involucrados en la
biosintesis del etileno en fresa y tomate, en especifico el factor GRAS4 donde su

sobreexpresion acelera la maduracion (Liu et al., 2021; Chen et al., 2019). El miRNA
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3434 es el unico miembro de la familia MIR3434 y anteriormente solo ha sido
encontrado en A. lyrata, su funcidn y gen objetivo no han sido descritos (Fahlgren
et al., 2010).

La aparicion de mas familias de miRNAs en estadio maduro podria indicar, que
durante este periodo el fruto requiere de una regulacion mas amplia de su
metabolismo, esto es confirmado por Xin et al. (2015), quienes demostraron en fruto
de palma que es en estadio maduro donde se da la mayor expresion de miRNAs
durante toda la maduracion, con un total de 188 miRNAs de 238 familias
encontradas.

Las familias con mayor nimero de miembros expresados en ambos estadios fueron
las MIR159, MIR166, MIR395, MIR 398 y MIR 482 (Figura 34). La familia MIR159
es una familia altamente conservada entre plantas, de la que se sabe que su Unico
gen objetivo son los factores de transcripcion GAMYB (Millar et al., 2019). Dentro
de la familia de genes GAMYB encontramos a MYB33 y MYB101, involucrados en
procesos de sefializacién por acumulacion de ABA (Reyes y Chua, 2007), el cual
es un metabolito esencial durante la maduracion de frutos como la uva (V. vinifera)
(Sun et al., 2010; Guo et al., 2018), esto indicaria que la regulacion de sefializacion
ABA mediante los factores MYB podria interferir con el proceso de maduracion.
Ademas, encontramos a los factores MYBG65-like los cuales tienen un rol importante
en la maduracion de los frutos, ya que actian como transportadores de calosa a la
pared celular, modificando la firmeza del fruto (Bondada et al., 2014). Evidencia del
incremento de calosa, en floema y pared celular durante la maduraciéon ha sido
previamente descrito en uva (Bondada et al., 2017). La familia MIR 166 es una de
las mas conservadas en plantas, sus funciones son la modulacion de mdultiples
factores de desarrollo anteriormente descritos. Esta familia ha sido encontrada
durante todos los estadios de maduracion de frutos como la baya goji y la banana
(Bi et al., 2015; Zeng et al., 2015). Sin embargo, su rol dentro de la maduracion se
podria dividir en dos funciones: la primera es su afinidad por las proteinas
homeodomain-Leu-Zipper 1ll (HD-Ziplll), cuya funcion es la de controlar y dar
mantenimiento al crecimiento apical de los meristemos, asi como el nacimiento de

organos laterales, mediante el control del flujo de auxinas en la planta (Elhiti y
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Stasolla, 2009). La regulacion negativa de estas proteinas mediante el mMiRNA166
afectaria el flujo y sefalizacién de auxinas, el cual previamente ha sido descrito
como parte esencial en el desarrollo y crecimiento de frutos climatéricos (Trainotti
et al., 2007; Yang et al., 2019). La segunda fue descrita por Carbone et al. (2019)
en el fruto del olivo, quien menciona que se involucra en el desembalaje y
modificacion de la pared celular, mediante la inhibicion de genes objetivo
relacionados a la biosintesis de residuos de glucoesfingolipidos y galactosa. Se
sabe que estos residuos son factores principales en la estructura de la pared celular,
y que su modificacion o degradacion es parte esencial del proceso de
ablandamiento, caracteristico de frutos climatéricos (Corbacho et al., 2018; Parra-
Lobato et al., 2017; Zhang et al., 2019; Cosgrove, 2016). La familia MIR 395 esta
altamente conservada en plantas y han sido caracterizados sus 24 miembros en
arroz (Guddeti et al., 2005), tiene como gen objetivo las ATP-sulfurilasas y se
expresa frente a estrés de grandes cantidades de sulfatos (Gharat y Shaw, 2016),
es un componente principal en la red de regulacién y asimilacién de sulfatos en
plantas (Matthewman et al., 2012). La alta expresion del miRNA395 provocaria la
inhibicion de enzimas reguladoras de azufre, lo que incrementaria su concentracion.
De ser cierto esto, el azufre en exceso seria utilizado para la biosintesis de cisteina
y metionina, precursores principales del etileno (Binder, 2020), hormona principal
durante la maduracion de frutos climatéricos como la guayaba y que se presenta en
mayor cantidad durante los estadios de rayado y maduro (Trainotti et al., 2007), asi
como también para asegurar el buen desarrollo del fruto evitando irregularidades
osmaticas por exceso o falta de clorofila y pigmentacion por déficit (Igbal et al.,
2013). La familia MIR 398 fue descrita en A. thaliana como uno de los principales
reguladores del estrés oxidativo en plantas (Sunkar et al., 2006). La mayor actividad
y expresion del miRNA398 ha sido observada en estadio maduro del arandano (Hou
et al., 2017), meldn (Bai et al., 2020), olivo (Carbone et al., 2019) y baya Kyoho y
baya Fengzao (V. labrusca) (Guo et al., 2018), lo que concuerda con nuestros
resultados en donde se puede observar una mayor cantidad de miembros de la
familia MIR 398 en estadio maduro. Su principal funcion es la regulacion de las

superéxido dismutasas 1 y 2 (CSD1 y CSD2), que se encargan de disminuir la
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cantidad de agentes reactivos de oxigeno (EROS) como el H202 y el O% en plantas
y en especial durante la maduracion (Jiménez et al., 2002) y una proteina chaperona
encargada de entregar los iones de cobre a CSD 1y 2 (CCSD1) (Bouché, 2010).
Tomando en cuenta que la maduracion es un proceso oxidativo que requiere de
enzimas que cuiden el delicado equilibrio entre los EROS producidos por la
respiracion (Jiménez et al., 2002), el rol dentro de la maduracion del miRNA398 se
podria dividir en dos sistemas diferentes: el primero es la regulacién de las enzimas
CSD1 y 2. Existe abundante evidencia que la actividad de estas dos enzimas
disminuye drasticamente a partir del estadio maduro de los frutos de tomate (Kumar
et al., 2016), baya Kyoho (Guo et al., 2016) y mango (Mangifera indica) (Razzaq et
al., 2013), justo cuando la actividad del miRNA 398 es mas abundante. La
regulacion negativa de CSD1 y 2 genera una acumulacién de agentes EROS, que
provoca la senescencia del fruto. Esta diminucién de actividad en CSD1 y 2 habia
sido atribuida a la acumulacion de el H202 en la mitocondria y el pericarpio del fruto
(Jiménez et al., 2002; Kumar et al., 2016), sin embargo, con nuestros resultados
podriamos inferir que el mIRNA398 también es una causa probable de su
regulacion, lo que podria indicar su importancia en las etapas finales de la
maduracion del fruto y la culminacion de su ciclo de vida. El segundo sistema radica
en la inhibicion de la proteina CCSD1 encargada de la entrega del ion cobre a CSD1
y CSD2 (Bouché, 2010). La regulacién de esta enzima provocaria un incremento en
la concentracion del ion cobre en el fruto de estadio maduro, evidencia de esto ha
sido encontrada en cereza, manzana (Brown et al., 1996) y nispero (Rop et al.,
2011). Los iones de cobre son llevados por la proteina Respondedora de
Antagonista 1 (RAN1) hasta el receptor de etileno ETR1, el cual requiere de Cu?*
como cofactor para detectar el etileno, comenzando asi la transcripcidon de genes
asociados a la maduracién (Rodriguez et al., 1999; Liu et al., 2015; Agarwal et al.,
2012). Esta evidencia proporciona un importante rol del miRNA398 durante la
senescencia y la generacion de enzimas relacionadas a los ultimos periodos de
maduracién del fruto. Por altimo, la familia MIR 482 tiene como objetivo a la familia
de proteinas con dominios de sitio de union a receptores ricos en leucina (NBS-

LRR) las cuales confieren resistencia al ataque de patdégenos, en especial al virus
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del mosaico del tabaco (TMV) (Zhu et al., 2013; Jiang et al., 2019). La expresion de
esta familia durante la maduracion de frutos como la naranja dulce (Citrus sinensis),
(Wu etal., 2016), la fresa (Haile et al., 2019) y la frambuesa negra (Rubus coreanus)
(Chen et al., 2018), se reporta principalmente durante el estadio rayado de
maduracion, permitiendo la actividad de las proteinas NBS-LRR en el periodo donde
el fruto es mas vulnerable al atague de patégenos (Haile et al., 2019). En A. thaliana
se ha descrito los genes SMG7 como objetivos del miIRNA482, los cuales se
encargan de la degradacion de ARN viejos o aberrantes (An et al., 2015; Capitao et
al., 2018).

MIRS35 S/T KA

Actividad de serina/treonina
cinasa Unién a iones azufre

Maodificacién de la pared
celular.

MIR15110G
Unién a agentes ROS

Componentes celulares

Union a iones metalicos
y ROS

MIR528 PPO

Respuesta a agentes
ROS
F

uncién molecular

MIR2120 HMP

MIR5139 UF

MIR2865 GMA
MIR530 UF

MIR777 UF

MIR319TCP-TF

Funcién desconocida

MIR160 ARF10
MIR169 TF-NF-Y

Procesos biologicos

Figura 36. Clasificacion ontolégica de los genes objetivos de los miRNAs encontrados en
guayaba. Fondo amarillo, miRNAs encontrados en fruto maduro. Fondo verde, miRNAs
encontrados en fruto rayado. Fondo naranja, miRNAs encontrados en ambos estadios.
GAMYB, gibberellic acid dependent MYB, S/T KA, serine/threonine kinase activity, ATP-S,
ATP sulfurylase, OG, obscuring genes response, CSD, SUPER OXIDE DISMUTASE, PPO
PLYPHENOL OXIDASE, HMP, heavy metal presence, GMA, feminine gametophytes
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abortion, NBS-LRR, NUCLEOTIDE BINDING SITE FOR LEUCINE RICH REGIONS, GRAS
GIBBERELLIN-INSENSITIVE (GAl), REPRESSOR OF GAI-3 (RGA) AND SCARECROW
(SCR), GA, gibberellin acid, TCP, EOSINTEBRANCHED 1/CYLOIDEA/PROLIFERATIN
CELL FACT, ARF, AUXINE RESPONSE FACTORS, HD-ZIP Ill, HOMODOMAIN LEUCINE
ZIPPER lll, TF-NF-Y, NUCLEAR FACTOR Y, TRANSCRIPTION FACTOR, UF, Unknown

function.

7.10.8 Identificacion de miRNAs relacionados al proceso de maduracion

Se encontraron miRNAs que podrian tener una relacion directa (relacionados a la
biosintesis de etileno, modificacion de pared celular o regulacion de enzimas
esenciales para el proceso de maduracion), o indirecta (factores de crecimiento,
enzimas secundarias, captacion de iones metalicos esenciales) con la maduracién
(Tabla 12). En los relacionados de manera directa se encontré al miRNA 535, quien
regula la expresion de la enzima HT1, la cual inhibe la produccién de etileno (Wu et
al., 2016; Onik et al., 2018). También el miRNA 171 quien regula al factor de
transcripcion GRAS4, involucrado en la biosintesis del etileno (Liu et al., 2021; Chen
et al., 2019). El miRNA319 quien regula los factores TCP9, alterando la firmeza del
fruto y produccion de ABA (Fang et al., 2020). EI miRNA159 encargado de regular
los factores MYB33, MYB101, que mediante sefializaciones de ABA ayudan al
proceso de maduracién y a MYB65, el cual modifica la pared celular mediante la
adicion de residuos de calosa (Guo et al., 2018; Bondada, 2014). EIl miRNA 166 que
regula genes relacionados con la biosintesis de residuos de glucoesfingolipidos y
galactosa, modificando la estructura de la pared celular y la firmeza del fruto (Yang
et al., 2019). Por ultimo, se tiene al miRNA 160 quien regula los ARF los cuales se
relacionan con el metabolismo de sefializacion del etileno durante la maduracién de

fruto climatéricos (Trainotti et al., 2007).
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Tabla 12. miRNAs de relacion directa e indirecta con la maduracion.
MiRNA Tipo de relacion Gen objetivo Observaciones
con la maduracion sobre su accion
159 Directa Factor de transcripcion MYB33, Firmeza del fruto
MYB101 y MYB65 Produccion de ABA
160 Directa ARFs Sefializacion de etileno
166 Directa Proteinas HD-Zip IlI Firmeza del fruto
169 Indirecta NF-YA, NF-YB Coloracion de fruto
maduro
171 Directa Factor de transcripcion GRAS4 Biosintesis de etileno
319 Directa Factor de transcripcion TCP9 Firmeza del fruto
Produccion de ABA
395 Indirecta ATP-sulfirilasas Sintesis de metionina y
cisteina
398 Indirecta CSD1, CsDh2y CCsD1 Produccién de iones
cobre
528 Indirecta PPO Oscurecimiento del fruto
535 Directa Enzima HT1 Biosintesis de etileno
2120 Indirecta Proteinas ASRs Senfalizacién ABA

Los de relacion indirecta son el miRNA 169, que si se sobre expresa, afecta a los
frutos en maduracién provocando déficit en su coloracion debido a la inhibicién de
factores NF-Y (Li et al., 2016). El miRNA 528 regula PPO que ayudan a prevenir el
oscurecimiento enzimatico en fruto maduro (Ma et al., 2020). El miRNA 2120, se
expresa en presencia de iones Cd?* y Zn?* y su gen objetivo son las ASR
participantes en el metabolismo de sefializacion ABA (Huang et al., 2009). El miRNA
395 regula las ATP-sulfirilasas, dejando libre azufre para su conversion a cisteina y
metionina, precursores del etileno (Gharat y Shaw, 2016). EI miRNA 398 quien
media el estrés oxidativo del fruto durante su maduracion, regulando los factores
CSD 1y 2, y también a la proteina chaperona CCSD1, incrementando los iones
cobre para su posterior uso en el metabolismo de la sefalizacion de etileno (Agarwal
et al., 2012; Sunkar et al., 2006).
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VIII. CONCLUSION

Se identificaron y analizaron bioinformaticamente tres secuencias parciales de
genes relacionados con la modificacion de la pared celular en guayaba: (-1,4-
endoglucanasa (PgE17), B-galactosidasa 1 (PgGal) y una glucosilceramidasa no
lisosomal (PgGly1).

El andlisis bioinformético mostré que PgE17 pertenece a una B-1,4-endoglucanasa
17 que incluye parte del dominio conservado Glyco_hydro_9 y el motivo PLN02266.
PgGal pertenece a una 3-galactosidasa 1 que contiene el dominio Glyco_hydro 35
y el sitio activo GGPIILSQIENEF, distintivos de la familia GH35. PgGlyl
corresponde a una glucosil ceramidasa no lisosomal y contiene el dominio catalitico
DUF608 de la region C-terminal, caracteristico de la familia GH116.

El andlisis filogenético reveld que estos genes estan altamente conservados en la
familia Myrtaceae, ademas de tener genes homaologos en las especies dentro de
esta familia.

El andlisis de gqRT-PCR mostro la expresion de los 3 genes de interés en todos los
tejidos. Ademas, se observé que la expresion de PgE17 y PgGal es mayor en los
estadios de rayado y maduro. Para PgGly1l los mayores niveles de expresion fueron
en hoja y estadio sobre maduro. Esto indicaria que la funcién de PgGly1l es crucial
para el metabolismo basal de la planta y que ademas juega un rol importante en el
desarrollo del fruto.

Se identificaron y caracterizaron 29 familias de miRNAs expresados durante los
estadios de maduracion rayado y maduro de la guayaba, siendo las familias
MIR166, MIR482 y MIR395 las que mayor numero de miembros expresaron.

Se identificd y describié la funcion de 6 familias de miRNA (MIR159, MIR160,
MIR166, MIR171, MIR319, MIR535) que se involucran de manera directa al proceso
de maduracion y otras 5 (MIR169, MIR395, MIR398, MIR528, MIR2120) de manera

indirecta.
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Abstract

states.

Background: Guava fruit softening is a crucial process during ripening and this process involves a number of
enzymes that madifies the cell wall Two of the encymes that requlate this process are (a) the -1, +-endoglucanase 17
[BEG) which hydrolyze B-1, 4 bonds from cellulose and hemicellulose, and (b) -galactosidase (BGA) that hydrolyzes
pectin chains. Bioinformatics and expression analysis information on these genes iz limited in guava fruit.

Results: A fragment of a -1, 4-endoglucanase 17 (PgEl7), and another of a f-galaciosidase (PeGaT) were identified.
These saquences have a similarity of mare than 85% with those reported in the NCBI database. In the guava genome,
one homologous sequence was found for PgE 17 in Chr 4 and two homologous w PgGal: one in Che 3 and the other
onein Che 6. Putative protein PgE17 contains part of the glyco_hydio_ 9 domain. Putative protein PgGal has a part
of the glyco_hwdro_35 domain. Phylogenetic analysis of PgE1 7 and PgGal revealed that both are highly conserved
inside the Myriacege family. In silico expression analysis showed that both PgEl7 and PgGal work in a coordinated
way with other cell wall modiber enzymes. Expression of these genes was found in all the guava samples analyzed.
Hexwvever, the highest expression was found in the fruit in the breaking and ripe states.

Condusions: A i1, 4-endoglucanase 17, and f-galsciosidase 1 sequences were identified. Fgi 17 and PgGal are
axpressed in all the plant tissues, and fruit ipening states. Although, the highest expression was on beaker and ripe

Keywords: Psidium guaiava, Cell wall, Expression analysis, Bioinformatic analysis, Cell elongation, Fruit softening

Background

‘The guava plant (Psidivm guajava L.) belongs o the
Myriaceae family, and it grows on tropical and sub-trop-
ical areas around the globe. Guava fruit has important
nutritional properties like the high content of C vitamin
of approximataly 80100 mg per gram of fruit [1]. Also,
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it is rich in tannins, tri-terpenes, flavonoids, saponins,
lecithin, potassium, and soluble fiber [2]. In México, the
guava fruit is one of the most important crops, and the
most cultivated ev is the "media china®; which is charac-
terized by its pale pink pulp color, intense sweet lavor,
and significant commercial value due to its high demand
on food and medicinal products [1]. Recent studies
shows that ripening relsted enzymes and mechanical
siresses during post-harvest period alters the cell wall
{CW) structure damaging the fruit [3].
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Due to the climacteric nature of guava fruit, its rip-
ening process is regulated by their breathing levels and
ethylene production [4]. Ethylene is the principal auto-
catalytic hormone in climacteric fruits, it is responsible
for synthesizing ripening related enzymes [5]. Most of
these enzymes work together in a coordinated way to
modify and degrade complex carbohydrates to simple
monosaccharides in the CW [6]. This process alters the
firmness of the fruit (softening), as well as its flavor, and
fosters the generation of volatile organic compounds
(odor) |7].

Fruit softening is mainly achieved by the CW modifica-
tion, principally in its primary wall pectin and hemicel-
lulose residues [8]. The main enzyme that modify these
residues is the f-1,4-endoglucanase (BEG) (EC 3.2.1.4)
which hydrolyze B-1,4 bonds from cellulose and hemicel-
lulose [9]. This enzyme acts during the breaker and ripe
states of ripening when the pectin bonds are stronger,
and many cellulose and hemicellulose residues are free.
Another CW modifier enzyme is the B-galactosidase
(BGA) (EC 3.2.1.23), which modifies pectin chain struc-
ture [10]. This enzyme can be found in three isoforms (I,
11, and [11), the isoform [ is the most related to the ripen-
ing process |[11]. Its function is to de-ramify pectin chains
and the galactans and galactan-pyranoses degradation
[10]. Its activity increases during the breaker and ripe
ripening periods [12].

In this study, two gene fragments belonging to the BEG
(PgE17) and BGA (PgGal) enzymes in guava fruit were
identified and characterized. In addition, the in silico and
expression analysis of these two gene fragments in differ-
ent parts of the guava plant {leaves, stem, and root), and

(2022) 203 Page 20f 11

in the green, breaker, ripe, and overripe ripening states of
the fruit were performed.

Methods

Plant material

Samples of young leaves, stem, root, and four ripen-
ing states of the fruit: green, breaker, ripe, and over ripe
(Fig. 1) were analyzed. They were taken from a guava
tree c.v. Calvillo S-XX1 [2], located in the Germplasm
Bank from the Experimental Site "Los Canones’, belong-
ing to the INIFAP, in the Huanusco municipality, state
of Zacatecas, México (latitude 21°44'43.6 N; longitude
102°58'02.0 W).

RNA extraction, RT-PCR, and cloning

Plant material was frozen and powdered with liquid
nitrogen, RNA extraction was carried out following the
protocol of Doyle and Doyle [13]. cDNA synthesis was
performed with the SuperScript® 11l One-Step RT-PCR
with Platinum® Taq kit (ThermoFisher®). Degenerated
oligonucleotides were designed by aligning five different
BGA and BEG aminoacidic sequences from taxonomic
close plants respectively using the CODEHOP-] program
from Viral Bicinformatics Research Center (https://4viro
logy.net/virology-ca-tools/j-codehop/) [14]. Aminoacidic
sequences from Rhodammia argentea (XP 030541685.1
and XP 030543190.1), Eucalyptus grandis
(XP 0100497462 and XP 010069895.2), Sysygium oleo-
swm (XP 0304439111 and XP 030454903.1), Quercus
suber (XP_023914075.1 and XP 023907247.1), and Durio
zibethinus (XP 022732674.1 and XP 022770876.1), were
used to design the oligonucleotides for PgE17 and PeGal

months aftes flonation
=2

Fig. 1 Sample trssues and ripening states of the guava fruit. A) young green leaves, B) young stem, C) 1oot, D) geeen state guava frog; 25 doys after
foration, E) beeskesr state guav; three and 3 half manths after fladation, F) nipe state guava fruits five manths after floration, G) overripe inst six
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{from B&GA and BEG, respectively). Primers for the PgEl7
were forward: 5-GACAACACCTTOGGC Lppgayaa-3',
and  reverse S-GGOCGECTOGGACTGytertarte-3
and for PpGal: forwand 5-CAGACCTACGTGTT -
gaaygg-3, and reverse 5-GAAGTTGGTGCCGCCr-
griacat-3". The following PCR programs were used to
amplify the frapments: 95 °C for 10 min, 35 cycles of 95
*C for 1 min, 56 °C, {for PgE17) or 524 °C (for PpGal)
for 40 5 and 72 °C for 90 5, and 72 °C for 10 min. A Palm-
Cyeler™ (Corbett Research) thermocycler was used for
this process. PCR products were loaded into a 1.5% aga-
rose gel, stained with ethidium bromide, and visnalized
under UV light. Wizard® 5V Gel and PCR Clean-Up
System (Promega®) and pGEM-T Easy Vector Systems
kits were used to purify and cloning the desired PCR
products.

Eloinformatic analysis of the sequences

The obtained sequences were compared with the
Eucalyptus  prandis  penome  (Accession  number:
GCA 016545825.1) and the P gugjava genome assem-
bly guava V11.23 (Assembly accession number:
GUA_D16432845.1) [15] in the NCBI datsbase using both
nucleotide and aminoacid sequences by the BLASTn,
BLASTp and TBLASTN webtools (NCEI, hitp:/iwww.
nebinlmonihgov). Virtoal translation of putative pro-
teins was made using the Translate tool (hitps-/iwsb.
axpasy.org/translate/). The isoelectric point, the instahil-
ity index; the aliphatic index and the GRAVY walue of the
putative proteins and their homologous regions found
in BGA and BEG from F. grandis were measured with
the ProtParam tool (https://web.expasy.org/protparam/)
[16] from the ExPASy website. The CLUSTAL 11 (https://
www.ebLac uk/Tools/msa/dustale’) [17] program was
used for developing multiple alignmenis. Phylogeny anal-
ysis was performed with the PAUP4 sofiware using: the
distance method with DNA/RNA distances uncorrected
p. unweighted least squares, negatives branch lengths in
zero, all substitutions to the estimate count, output preci-
sion for scores up to 5 decimals, and a bootstrap of 100.
Conserved domains and motifs search was performad
using PgE17 and Pgiial as search templates on the pFAM
website (hitps://plam.xfam.org/) [18]. BGA and BEG
from E. grandis were used as a biological model for the
co-expression analysis in the STRING platform (hitps://
string-db.org!) [19].

Expresslon analysls of PgE 17 and Pglal

The expression of PeE17 and PeGal was analyzed in leaf,
stem, and root samples, as well as in fruit in the green,
breaker, ripe, and overripe stages of ripening. The ribo-
somal 255 sub-unit gene from Nicotiana tabacum leaf
was used as a reference gene to measure the relative
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axprassion as described in other works |20, 21]. The green
ripening state results were used for data normalization.

The gPCR primers for PgFEl7 were forward 5°-GGET
ACGETCETGCTEETC-F, reverse 5-GECGAAGAT
CCAGTGCTC-#, and for PeGal: forward 5-AAAGGT
TCACGCAGAAGATAGT-3" and reverse 5-CTGGTC
CAAATTCGTTCTCTAT-3. The qPCR reactions were
performed using the Applied Biosystems ™ Power SYBR™
Green PCR Master Mix kit, in a 96-well StepOne™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) thermocycler.
Each reaction was assembled as follows: 10 pl of Power
SYBR™ Green PCR Master Mix (2X), 200 ng of cDNA,
and 100 nM of forward and reverse primers. The final
volume was sdjusted to 20 pl using Muclaase-Free Water.
The PCR conditions were as follows, initial denaturation
at 95 "C for 2 min, followed by 40 cycles of 5 5 denatura-
tion at 95 °C, an annealing and extension cycle at 52 °C
for 30 5. Gathered data was analyzed using the StepOna™
Real-Time PCR System Software (Applied Biosystems).
The relative fold changes in pene expression were calou-
lated by tha 24" modal.

Results

Bloinformatic analysis

A 331 nt sequence for PgFl7 and a putative translation
protein sequence of 109 aa were obtained. The blastn
and blastp snalysis showed 91% similarity with sev-
eral sequences reported in the NCEI data bases (Sop-
plementary Figure 1). In E grandis genome was found
three PgEl7 homologous genes localized on chromo-
somes (Chr) 2, 4, and & (Supplementary Figure 2) with
89, 50, and 35% of similarity respectively (Supplementary
Table 1). Likewise in the P puajava genome there are one
homologous sequence localized in the Chr 4 (9,959,984
to 9,960,316 nucleotide; Supplementary Figure 3) with a
34% identity (Supplementary Table 3).

PgE17 aa sequence possesses part of the conserved
domain Glyco hydro 9, also present in the BEG from E.
grandis and P guajava (Fig. 2). The phylogenetic analy-
sis (Fig. 3) revealed that multiple significative differences
axist between the 10 BEG aa sequences from different
plants.

For Pgal, a 750-ni-long sequence and 249 aa for its
virtual translation were obtained. The blasin and blastp
similitude analysis with BGA aa sequences from other
plants showed an average similarity of 95 %. With Rho-
dammia argeniea, Syoypinm oleosum;, and E. grandis the
similarity was 98 %, the highest obtained (Supplemen-
tary Figure 3). The similarity analysis of Ppizal (Supple-
mentary Figure 4) showed sequences with 71 and 92% of
similitude in Chr 1, 3, 4, 6, 7, and 9 of E. grandlis genome.
However, a sequence found in the Chr 10 exhibited the
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Fig- 3 Dstance dendmogram of PgE 7 and nine BEG sequences of plants with a bootstrap of 100, Three nodes fiom diffesent families ame shown. 8)
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highest similarity with Ppizal with 98.2% (Supplemen- nucleotide 7,575,108 to 7,575,192 and has 83.53% identity

tary Table 2).

Furthermore, Pgizal blastn analysis on the P guajava
genome founded one identical sequence and one similar
saquence on the Chr & and 3 respectively {Supplemen-
tary Figure 4). Identical sequence found in the Chr & is
located between the nucleotides 38,077,142 to 38,077,288
and has a 100% identity with PeGal (Supplementary
Table 4). On the other hand, Chr 3 sequence was from

with Pgizal (Supplementary Table 4).

In the putative aa sequence of Pgial, the Glyco
Hydro 35 conserved domain was found, which is exclu-
sive to the BGA and enzymes belonging to the family
35 of glycosyl hydrolases (GH35) [19]. This conserved
domain is located betwesn the 29 and 335 aa residue
positions in the BGA of E. grandis (Fig. 4). PpGal also
contains the putative active site GGPILSQIENEF
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Table 1 Parametric values of putative proteins Pgi 17, PgGal from P guagiava, BEG, and BGA from E grands and It conserved reglons

Protein Theoretial pJ  GRAVY  Aliphaticindex  Inztabilityindex  Length (aa)
f-1.4-endoglucanase 17 conserved regoon froen . grands. 712 0020  B&BS 1740 1.
Corsesved segion in Che 4 of P quaiaws genome 628 0274 9455 E7y: -] 101
Pgil? 625 0344 9657 4015 ]
B galactosidae | consened region from /. grandi 595 ~03% 6279 168 247
Coreesved rgion in Che 6 of P guaiava genome 618 0% 6549 nm 0
PoGal 554 —-047% 616 B72 248

pé sociociric point, GRAVY grand average of Bydropathicity

(Fig. 4, black square). The phylogenetic analysis
revealed a minimal node formation and situated PgGal
inside the Myrtaceae family (Fig. 5).

The parametric values showed in Table 1 were used
to compare the physicochemical properties of the
putative proteins of PgEl7 and PgGal of P guajava
with the respective E. grandis proteins found in the
database, both the complete protein and the corre-
sponding conserved region.

In silico co-expression analysis of BGA and BEG

In silico co-expression analysis of PgE 17 displayed a direct
relationship with CW modifiers proteins and proteins
related to the synthesis metabolic pathways of aromatic
compounds during the ripening process. CW modifiers
proteins were three expansins, a B-endo-1,4-manosidase,

and a pectinesterase. Besides, the aromatic compounds
synthesis related were: a peptide deformylase, a de-phos-
pho-CoA-kinase, a hydroxy-isobutyryl-CoA hydrolase,
and a MYBS1-like transcription factor (Fig. 6). In silico
co-expression analysis for PeGal (Fig. 7) showed the
association with CW elongation enzymes during ripen-
ing such as two xyloglucan endotransglucosylase/hydro-
lase (XET/H) and to others that are indirectly related to
the ripening process such as the DOMON-domain pro-
teins from the b561 cytochrome, WRKY transcription
factor, and a tRNA ligase.

Expression analysls

qPCR analysis for PgEl7 exhibited a higher expression
on the breaker state in fruit, equivalent to 50 times more
than in the green state. PgF17 expression was between

Expansins A10, A1 and A15 Pectinaesterase 38

A5 (0°_D10030057.1). Green cincle, by

sy 4.Col brvdot
,’;M

3-Hydroxy-isobutyryl-CoA hydrolase

FAg. 6 Compresson analyss of the | grandss BEG homologous 1o Ayl 1/ Blue crdle, expansns A10 (XP_010032826.1); A1(0P_010044491.1), and
3(P_010035927.1). Yellow cecle, pectinesteryse 38 (XP_010055495.1).
Purple crcle, ODORANT 1 (XP_010063219.1), orange ciede, pegtide defoemybase (X°_010025153.1). Golden circle, MYEST B ranscription fxctos
(P_010037835.1), black cindie, de phaspho-CoA-kinase: (XP_(110038187.1). Blue navy arcle, f-endo-14- mancsidase 6 (F_010043507.1). Yellow

nes repeesent text minang selation; purple lnes, expern
proteins

hip, and black ines show a divect co-expiression between
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15 and 20 times lower in ripe and over ripe fruits than  higher value. The expression of BEG in leaf was between
breaker fruit (Fig. 8), the expression in the root was 18 and 20 more times than in green fruit, the second low-
the lowest, with about 45 times lower than the breaker.  est after root.

Meanwhile, the expression of PgEI7 in stem was 40-45 For PgGal (Fig. 8), the highest expression was found in
times higher than the green fruit, being the second the breaker and ripe states, with 55 and 45 times more

mPgE17
mPgGa1

RELATIVE EXPRESSION

PSS

Fig. 8 Expre=sion anabywus of Pyl 1/ {green) and FgGal (lue). Expe leveds were d in root, leaves, and stem tssues in fouwr npereng

states. The green state was used as 2 reference for the seedative expression
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than in the green state, respectively. On the other hand,
PgiGal expression in the over ripe siate was 50 times
lower than the ripe fruit. This is the lowest expression of
all fruit states, and second lowest of all tissues, only two
to three times higher than the expression observed in
ront. Expression levels in leaves and stem were between
20 to 30 times lower than in fruit, but higher than root;
tissue in which expression was null.

Discussion

Fruit ripening is mainly due to two different metabolic
events: starch degradation and cell wall modification
|22]. Referring to cell wall compounds, pectin polymers
are responsible for the Airminess in green fruits and their
degradation during the ripening process leads to the
softening of the fruit [12]. Like many fruits, puava froit
suifers from these process, several studies have been car-
ried out on the enzymatic activity of both carbohydrate
metabolism and the cell wall. The ability to modify the
cell wall depends on the type of fruit and in many cases
is not related to the softening rate, nor does it depend on
the enzymes themselves [22].

“There are several works in the literature about the enzy-
matic activity related to the ripening of the guava fruit,
but there are few related to the expression of genes of
BEG and BGA. Therefore, this work focuses on the iden-
tification and bicinformatic analysis and expression study
in different organs of the guava plant and its comparison
with the enxymatic activity reported in the literature.

The aa sequence of PgE17 contained a conserved region
of the Glyco hydro 9 domain belongs to the family 9 of
the glycosylhydrolases (GH9) that modifies the CW indi-
rectly [23], and also contains a high number of contim-
ous hydrophobic aa that helps shape its tridimensional
structure, which is a general characteristic betwean the
BEG enzymes [24].

Physicochemical properties show that PgE17 has dif-
ferent characteristics than the BEG of E grandis and
similar characteristics of the BEG of P guajava [15].
The pl value, which is the pH at which the proteins have
no dectrical charge, was acidic for PgE17, while it was
basic for £ grandis BEG (Table 1). The GRAVY value
allows proteins o be classified as hydrophobic, if the
value is positive, or as hydrophilic, if the value is nega-
tive. Based on the GRAVY values obtained [Table 1), the
PgEl17 sequence can be considered hydrophobic, like
the transmembrane proteins. In contrast, both E. gran-
dis BEG sequences can be considered hydrophilic pro-
teins. The instability index measures the stability of the
protein in water, and proteins are considered stable if
this index is less than 40. Therefore, the instability index
reveal that PgE17 is unstable, while the conserved region
of BEG from E grandis and P guajava genome are stable
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{Table 1). These differences can be atiributed to the fact
that the aa sequence of the proteins of this mily differs
from one species to another [23]. The only value con-
sistent scross the different sequences was the aliphatic
index. This parameter measures the volume occupied by
the aliphatic side chains and it is indicative of thermo-
stability, proteins with a high value are stable in a wide
temperature range [16]. PgE17, the conserved region of
BE(s, and the complate BEG protein have large aliphatic
index values, revealing their thermostability {Table 1).
The aliphatic index of PgE17 was higher than that of the
conserved region of BEG and that of the full BEG protein
from E. grandis (Table 1), indicating that PgE17 is more
thermostable.

Phylogenetic differences batween 10 BEG from plants
incleding PgEl7 were previously described by Jara
and Castro [24], which they establish muliple differ-
ences between the amino acid sequences in BEG genes
inside the GH9 family, which is derived from divergent
evolution.

The Ppizal sequence has similitude with 3 one
soquence of the Chr 10 of E grandis comresponding
to BGA and with BGA P guajava [15]. BGA has besn
found in Rhodammia argeniea, Svzygium oleosom, and
E grandis, all of them members of the Myrtacear fam-
ily. Ghyco hydro 3% domain found in Pgial changes the
typical configuration of BGA to f-anomeric |25], allow-
ing the hydrolyzation of the bond between galactose and
glucose [26]. On the BGA enzymes active site GGPILS-
{MEMNEF, is located right afier the signal peptide, inside
the N-terminal region [25] and acts in the p-nitrophemnyl-
B-D-galactopyranosides and 14-f-D-galactans residues
from the CW modifications [27, 28].

Parametric analysis showed all sequences analyzed
have similar values (Table 1). For example, the negative
GRAVY values suggest that are hydrophilic, with a higher
probability of being globular. These resulis, together with
the similarity found in the phylogenetic analysis, support
the idea that the proteins of this family are conserved in
the differant species [25].

Low diversification of nodes in the phylogenetic tree
indicates that az saquences of BGA are highly conserved
between and inside plant species. A similar phylogeny
with a low number of nodes of this protein was describad
by Smith and Gross [29] and explained by Tanthanuch
at al. |25], who mentions that the BGA gene in plants has
suffered a minimal number of evolutionary changes since
the divergence of plants and animals.

PgE17 co-expressed with several CW modifiers pro-
teins, relates to ripening in the following ways: the
expansins hydrolyze the hydrogen bonds from cellulose
and hemicellulose, causing the CW expansion [30]; also
there is evidence of their high expression on guava fruits

127



Miejla-Mendaza ot al oumal of Genetic Engineering and Biatechnology

|31]. The B-endo-1.4-mannosidase hydrolyze the P-1.4
intern bonds of mannose chains from the CW produoc-
ing the characteristically softening during ripening [32].
Pectinesterase 38 de ramify homogalacturonan chains
from the CW releasing hemicellulose and cellulose resi-
dues, boosting the softening of the fruit [3]. Peptide
deformylase hydrolyses the N-formyl groups from imma-
ture protein sequences from chloroplast in plants [33];
malfunction of this enzyme canses the accumulation of
misfolded proteins and chlorosis, resulting in bad devel-
opment and malformation of the plant tissues, inclod-
ing the fruit [34]. The de-phospho-CoA-kinase removes
phosphate groups from the phosphorylated CoA groups
for the biosynthesis of the A-Coenxyme, which is essen-
tial for plant gas exchange during ripening of the fruit
|35]. The MYBE51-like transcription factor related to the
ripening process is significant because it acts as a callose
transporter to the CW |36]. Increasing callose concentra-
tions in the CW and phloem have been observed during
the ripening of grapefruit { Vitis virifera) [37]. Regarding
aromatic compounds, it has been obsarved that hydroxy-
isobutyryl-CoA hydrolsse takes part in their synthesis
during the ripening of peach froit (Prumus persica cv.
Hujiingmilu) [38]; as well as for the biosynthesis of fat
acids [39], which have been related to the ripening of the
olive fruit ((Mea enropea cv. Picaal) [40, 41). The ODOR-
ANTI factor, together with the EQBII transcription fac-
tor regulates the production of aromatic compounds
in flowers and during the ripening of some fruits like
tomato (Solamwmn lycopersicum), strawberry (Fragaria
vesca), and the blusberry { Viaccininm corynbosuem) [42).

Ppizal co-expresses with ripening involved proteins
such as, XET/H enzymes that induce hydrolysis or addi-
tion of xyloglucan chains w the CW, giving extensibil-
ity to the cell, which i a necessary process for ripening
[43]. Furthermore, PgGal is indirectly relsted to ripen-
ing proteins, like those with the DOMOMN-domain bS61,
which catalyzes the electrons trans-membranal trans-
port, and the ascorbate regeneration [44]. This coald
be related to the high amount of C vitamin in the guava
fruit [1]. WEKY and RAP2 transcription factors has been
observed to act altogether in cellular signaling processes
and abiotic and biotic stress responses in guava froit [45,
46]. High tRMA-met expression levels has been found
during the ripening of the palm fruit (Phoeniz daciyli-
era) and tomato [47]. Methionine is the main precursor
of ethylens, an essential compound in climacteric fruit
ripening [48].

The expression analysis of PgFl7 showed a high
expression in the breaker period and is could be due
because in this state there is an increasing rate of grow-
ing and development of the fruit, and the rupture of
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large amounts of B-1.4 bonds from hemicellulose is
necessary, in which BEG enzymes are involved [49).
Similar results were described by Carey et al, who
found high BEG expression levels in tomato fruit in the
breaker state [28]. Besides, the decrease in the subse-
quent states (ripe and over ripe) is caused by the pre-
vious accumulation of BEG which caused a depletion
of its subsirate |30]. This was confirmed in tomato
fruit and strawberry by measuring the expression and
quantity of BEG enzymes during the breaker, ripe and
overripe states, resulting in high concentrations of
BEG enzyme during the breaker state and a decrease
im its activity in the ripe period |51, 52). And the other
hand, the low expression of PgEl7 in root concords
with Buchanan et al [9], who demonstrated in sor-
ghum (Sorghum bicolor). maize (Xea mays), rice (Ory=a
sativa), and some pasture { Brachypodium sp.), that BEG
axpression levels depend on the specie and type of root,
amang which the root does not need significant modifi-
cations on its CW. PgEl7 expression in stem and leaves
is high due to their constant growth and development
rate, BEG enzymes participate in the rearrangement of
these structures [50].

In PpGal the high expression on breaker and ripe
state maybe due to the onset of fruit softening in this
period, and so it requires the de ramification of pec-
tin chains that gives support and stifiness to the OW
|3, 10]. These events have been seen in the enzy-
matic activity of BGA in these states penerates a con-
stant amount of hemicellulose residues [&, 53], which
is related to the high expression of PgEI7 found in
braker state. This theory is confirmed by Zainon et al.
[11]. who analyzed the BGA and BEG activity and sob-
strate in mango fruit (Mangifera indica ov. Harumanis),
proved that in the breaker and ripe states the decrease
in pectin chains caused by BGA enzymes resulted in a
reduction of hemicallulose chains due to BEG activity.
Significant decrease of Pgzal expression in the over
ripe state is becanss it is limited to the pectin available
chains [10]. The last ripening state exhibits a low quan-
tity of these chains due the action of other enzymes,
such as pectinesterases [3] and polygalacturonases [53]
that act in response to the massive release of pectin res-
idues caused by BGA. Together, these results indicate
that BGA high expression plays a key role in the OW
degradation, process which have been stablished as an
assential contributor of the softening of the fruit during
ripening [15].

The low expression of BGA observed in stem, leaves
and roots, sugpests that the CW of these tissues does
not need significant modifications. Similar results were
reported in apple (Malus domestica) [54].
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Conclusion

Two gene partial sequences were identified in the guava
plant: PgEI7 and Pgtral. Bioinformatic analysis showed
that PgEl7 belongs to a BEG, and Petal to a BGA gens,
and that they have homologous in the Myriaceae family.
The gPCR analysis revealed that the expression of both
genes increases in the breaker and ripe stages, which
demonstrates the importance of these enzymes in the
softening and ripening processes of the fruit.
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